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 Einleitung und Problemstellung 1 
1 Einleitung und Problemstellung 
Tenside sind aufgrund ihrer besonderen Eigenschaften in nahezu allen Bereichen des 
modernen Lebens vertreten: ob in Wasch-, Spül- und Reinigungsmitteln im Privaten oder 
als Emulgatoren in der Lebensmittelindustrie, als Schädlingsbekämpfungsmittel in der 
Landwirtschaft, als Desinfektionsmittel im medizinischen Bereich oder als Netzmittel in 
der Fotoindustrie, um nur einige Beispiele zu nennen. Als Tenside werden im Allgemei-
nen grenzflächenaktive Substanzen bezeichnet, welche aus einem hydrophilen, polaren 
und einem hydrophoben, unpolaren Molekülteil zusammengesetzt sind. Die Herstellung 
erfolgt meist auf Basis petrochemischer (Erdöl, Kohle) bzw. nachwachsender (Fette, Öle, 
Kohlenhydrate) Rohstoffe /1/. 
Vor allem aufgrund des zunehmenden Bewusstseins um die Notwendigkeit des Schutzes 
von Umwelt und Ökosystemen und durch die Betonung des Lebens in einer nachhaltigen 
Gesellschaft ist das Interesse an potentiellen Alternativen zu diesen synthetischen Pro-
dukten in den vergangenen Jahren stetig gewachsen. Als eine solche Alternative sind von 
Mikroorganismen produzierte Tenside, sogenannte Biotenside, anzusehen /2/. Diesen 
werden u. a. eine vielzitierte geringere Toxizität, eine bessere Umweltverträglichkeit und, 
aufgrund ihres biologischen Ursprungs, eine bessere biologische Abbaubarkeit zuge-
schrieben /3, 4/. Die potentiellen Anwendungsfelder sind dabei so vielfältig wie bei den 
entsprechenden synthetischen Gegenstücken. Die Einsatzgebiete reichen von der Verwen-
dung bei der Reinigung von Öltanks, über die mikrobiell unterstützte Erdölförderung 
(MEOR), hin zur Lebensmittelmittelindustrie oder schlicht als Ersatz in Reinigungs-
mitteln. Biotenside werden zudem auch als antimikrobiell, antiviral bzw. antifungal wir-
kende Stoffe in der Medizin diskutiert /2, 5, 6/. 
Ebenso facettenreich ist die Funktion der Biotenside für deren mikrobielle Produzenten. 
Demzufolge ist die Erhöhung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben Nährstoffen durch 
die Herstellung zelleigener Tenside nur eine der Aufgaben dieser Moleküle für den jewei-
ligen Mikroorganismus. Aus dem Zusammenhang zwischen Biotensiden und der Biover-
fügbarkeit hydrophober Stoffe leitet sich auch die wohl verbreitetste Anwendungsmög-
lichkeit für Biotenside ab: die biologische Sanierung von Altlasten. Eine wirtschaftlich 
vertretbare Variante ist hierbei die In-situ-Bioremediation, d. h. die gezielte Zuführung 
biotensidproduzierender bzw. schadstoffabbauender Mikroorganismen bzw. die Förde-
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rung des Wachstums dieser Organismen sowie die externe Zugabe von Tensiden zu die-
sem Zweck. Der Einsatz von Tensiden, sowohl chemischen als auch biologischen Ur-
sprungs, kann den mikrobiellen Schadstoffabbau beschleunigen, ebenso gut aber auch 
inhibieren. Folglich ist bei der Auswahl der Tenside und der einzusetzenden Konzentra-
tionen u. a. auf deren Toxizität gegenüber den Mikroorganismen zu achten. Von Nachteil 
kann allerdings auch eine zu gute Verträglichkeit in Form der bevorzugten Verwertung 
des Tensids als Kohlenstoffquelle durch die Mikroorganismen sein. Dies kann bis zu 
einer Veränderung der mikrobiellen Gemeinschaft führen, welche letztendlich den eigent-
lichen Schadstoff nicht mehr abzubauen vermag /7, 8/. 
In Forschungsarbeiten bezüglich der Erhöhung der Bioverfügbarkeit wurde oftmals die 
Effizienz des Abbaus in den Mittelpunkt gerückt. Die Wirkung der Tenside im Einzelnen 
wurde hingegen nur in seltenen Fällen betrachtet /7/. Grundsätzlich kann zwischen zwei 
Grenzfällen unterschieden werden, die zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit von Schad-
stoffen führen können. Dies ist zum einen die Pseudosolubilisierung, d. h. die Ein-
lagerung des hydrophoben Stoffs in Mizellen, welche sich oberhalb einer für das jewei-
lige Tensid charakteristischen Konzentration bilden, und zum anderen die Modifizierung 
der Zelloberfläche der Mikroorganismen. Beide Varianten verändern die Grenzflächen-
eigenschaften. Entweder erfolgt die Hydrophilierung des Schadstoffs oder eine Hydro-
phobierung z. B. der Bakterienzellen. Diese Veränderungen sollen schließlich zur Verbes-
serung des mikrobiellen Schadstoffabbaus führen. 
Zur Verfolgung des mikrobiellen Wachstums stehen unterschiedliche Messprinzipien zur 
Verfügung. Als mikrobiologisch etablierte Methoden sind hier u. a. die Bestimmung der 
optischen Dichte bzw. der Biomasse sowie die Messung der Sauerstoffzehrung zu nen-
nen. Eine weitere Möglichkeit stellt die Analyse des noch in der Kultur vorhandenen 
Substrats dar. Problematisch ist die bei vielen Methoden erforderliche Probenahme. Ins-
besondere beim Wachstum auf hydrophoben Stoffen, z. B. n-Alkanen, neigen Bakterien-
stämme wie Rhodococcen zur Aggregatbildung. Entsprechend ist bei solch inhomogenen 
Kulturen keine repräsentative Beprobung möglich. An dieser Stelle werden die Vorteile 
kalorimetrischer Messungen besonders deutlich. Mit Hilfe der Kalorimetrie als nicht-
invasive Methode (keine molekularen Marker, keine Immobilisierung) kann im Grunde 
jede Reaktion, die mit einer Wärmetönung verbunden ist, untersucht werden.  
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In den vergangenen drei Jahrzenten etablierte sich die Mikrokalorimetrie als Schlüssel-
technik bei der Untersuchung von Biomolekülen. Zwei der bedeutendsten kalorimetri-
schen Messtechniken in der Biokalorimetrie sind die Isotherme Titrationskalorimetrie 
(ITC) und die Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC). Die ITC liefert hierbei z. B. für 
Protein-Ligand-Wechselwirkungen charakteristische thermodynamische Profile für die 
jeweiligen Reaktionen. Aus diesen ist wiederum die Bestimmung wichtiger thermodyna-
mischer Größen wie der freien molaren Standardenthalpie, der molaren Standardenthalpie 
und des Entropieterms möglich. Somit können beispielsweise Aussagen zur Bindungs-
affinität getroffen werden. Die DSC hingegen eignet sich besonders zur Untersuchung der 
Stabilität von Makromolekülen wie Proteinen. Der Einsatz von ITC und DSC als komple-
mentäre Methoden ermöglicht, u. a. im Rahmen der Wirkstoffforschung, durch die Kom-
bination der Selektion geeigneter Reaktionspartner mittels ITC und der Überprüfung der 
Lagerfähigkeit und Langzeitstabilität mittels DSC ein rationales Wirkstoffdesign /9/. 
Trotz der vielfältigen Anwendungen der Biokalorimetrie, die inzwischen auch Einzug in 
die industrielle Forschung, z. B. in der pharmazeutischen Industrie, gefunden hat, wurde 
die Wechselwirkung von Bakterien mit (Bio-)Tensiden bisher kaum kalorimetrisch unter-
sucht. Die Experimente beschränken sich meist auf die Erforschung der Interaktion zwi-
schen Tensiden und Modellsystemen wie POPC-Vesikeln /10/, die u. a. bakterielle Mem-
branen abbilden sollen. Die Verwendung von Ganzzell-Systemen wurde aufgrund ihrer 
Komplexität bisher möglichst vermieden. 
Für die Charakterisierung der unterschiedlichen Wechselwirkungen, die im System 
Bakterium – Tensid – Schadstoff von Bedeutung sind, werden im Rahmen der vorliegen-
den Promotionsarbeit vorrangig kalorimetrische Methoden eingesetzt. Ziel ist es hierbei, 
anhand der erhaltenen Ergebnisse, eine Aussage zu einer möglichen Dominanz einer der 
oben genannten Modellvorstellungen zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit von hydropho-
ben Stoffen mittels Tensiden treffen zu können. Dies sollte des Weiteren eine ökologisch 
und ökonomisch effizientere Durchführung von biologischen Sanierungsmaßnahmen 
erlauben. Als zentrale Kenngröße bei der Arbeit mit Tensiden sollen in einem ersten 
Schritt zunächst die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration (cmc) und 
die thermodynamische Beschreibung der Mizellbildung erfolgen. Bei Konzentrationen 
oberhalb der cmc, also in Gegenwart von Mizellen, kann dann anschließend die Charak-
terisierung der Pseudosolubilisierung durchgeführt werden. Dies entspricht der Wechsel-
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wirkung zwischen den (Bio-)Tensiden und dem Schadstoff, welche durch die Emulsions-
stabilität (DSC) und dem Solubilisierungsvermögen (ITC) geprägt wird. Der direkte 
Einfluss der (Bio-)Tenside unter- bzw. oberhalb ihrer cmc auf das mikrobielle Wachstum 
wird ebenfalls kalorimetrisch erfasst. Dabei soll insbesondere die Veränderung charak-
teristischer Größen des mikrobiellen Wachstums erarbeitet werden. Zudem wird eine Ein-
schätzung der Toxizität der (Bio-)Tenside angestrebt. Für die Untersuchung der Modifi-
zierung der Zelloberfläche von Bakterien durch die Tenside soll wiederum die ITC ver-
wendet werden. Für die geplanten Experimente ist eine Inaktivierung der Bakterienzellen, 
d. h. die Unterbindung des Grundstoffmetabolismusses zwingend erforderlich. Als Ergän-
zung des unspezifischen Wärmesignals sollen des Weiteren XPS-Untersuchungen sowie 
die Zeta-Potential-Bestimmungen Hinweise zur Veränderung der molekularen Zusam-
mensetzung der Bakterienzellen bzw. deren Oberflächenladung in Gegenwart von Ten-
siden liefern. 
Eine wichtige Voraussetzung für das dargelegte Vorhaben stellt in erster Linie die Wahl 
des zu untersuchenden Systems dar. Für die Untersuchungen werden daher zwei Gram-
positive Rhodococcus-Stämme und der Gram-negative Pseudomonas putida Stamm mt-2 
gewählt. Sowohl der Stamm Rhodococcus opacus 1CP als auch Rhodococcus erythro-
polis B7g sind als Schadstoffabbauer und Biotensidproduzenten bekannt /11, 12, 13/. Als 
Biotenside wurden daher der vom Stamm B7g synthetisierte Trehalosetetraester (THL-4), 
welcher im Institut für Biowissenschaften der TU Bergakademie Freiberg hergestellt und 
isoliert wurde /14/, und die kommerziell erhältliche Rhamnolipidmischung JBR 425 von 
Pseudomonas aeruginosa (Jeneil Biosurfactants, Wisconsin, USA) ausgewählt. Das syn-
thetische, gut charakterisierte Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS) dient als Referenz-
substanz. Als Modellsubstrat wurde n-Hexadecan gewählt. Dieses ist, als einer der Haupt-
bestandteile von Treibstoffen wie Diesel und Kerosin, ein weltweit verbreiterter Schad-
stoff. 
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2 Grundlagen und Literaturübersicht 
Im Folgenden soll zunächst in die weitläufige Thematik der „Biotenside“ eingeführt wer-
den. Hierbei liegen die Schwerpunkte insbesondere auf Trehalose- und Rhamnolipiden 
sowie auf deren mikrobielle Produzenten, den Rhodococcen bzw. Pseudomonaden. An-
schließend wird die Bedeutung der kritischen Mizellbildungskonzentration (cmc) und 
deren experimentelle Bestimmung erläutert. Im Rahmen dessen wird auf die cmc-Bestim-
mung mittels Isothermer Titrationskalorimetrie näher eingegangen. Des Weiteren erfolgt 
die Auswertung der aktuellen Literatur im Hinblick auf kalorimetrische Messungen im 
System Bakterium – Tensid – Schadstoff. Hierbei werden die möglichen Interaktionen 
zwischen Bakterium – Tensid, Bakterium – Schadstoff und Tensid – Schadstoff einzeln 
betrachtet. Abschließend soll aufgezeigt werden, inwiefern XPS-Analysen und die Be-




2.1.1 Klassifizierung und Struktur 
Als Biotenside werden grenzflächenaktive Substanzen bezeichnet, welche von Mikroor-
ganismen produziert werden. Analog zu chemisch synthetisierten Tensiden bestehen Bio-
tenside ebenfalls sowohl aus einem hydrophilen als auch aus einem hydrophoben Mole-
külteil. Die polaren Kopfgruppen bestehen dabei meist aus Mono-, Oligo- oder Poly-
sacchariden, Peptiden oder Proteinen. Der unpolare „Schwanz“ setzt sich aus gesättigten, 
ungesättigten und hydroxylierten Fettsäuren oder Fettalkoholen zusammen /15/. Auf-
grund ihres amphiphilen Charakters sind sie in der Lage sowohl in wässrigen Systemen 
als auch in Kohlenwasserstoffgemischen die Oberflächen- bzw. Grenzflächenspannung 
zu verringern /16/. 
Biotenside werden nicht direkt nach der Ladung ihrer hydrophilen Gruppe klassifiziert, 
sondern in erster Linie anhand ihrer chemischen Zusammensetzung und ihres mikrobiel-
len Ursprungs. Außerdem ist eine Unterscheidung nach der Molmasse der Substanzen 
hilfreich. Zu den niedermolekularen (low-molecular mass) Biotensiden gehören u. a. Gly-
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colipide, Phospholipide und Lipopeptide. Diese weisen eine hohe Effizienz bei der Redu-
zierung von Oberflächen- und Grenzflächenspannungen auf. Die hochmolekularen (high-
molecular mass) Biotenside, zu denen u. a. amphotere Polysaccharide, Lipopoly-
saccharide und Lipoproteine zählen, wirken hingegen effektiver als Stabilisatoren für Öl-
in-Wasser-Emulsionen und sollten folglich als Bioemulgatoren bezeichnet werden /4, 8/. 
Die bekanntesten niedermolekularen Biotenside sind die Glycolipide. Es sind Verbindun-
gen aus einem Mono- oder Disaccharidbaustein (hydrophil), die mit langkettigen Fettsäu-
ren oder Hydroxyfettsäuren (hydrophob) verestert oder verethert sind /5/. Üblicherweise 
erfolgt eine weitere Unterteilung entsprechend ihrem Kohlenhydratgerüst in Rhamno-
lipide, Trehaloselipide usw. /16/. Die Strukturen der genannten Biotenside sind in 
















































Abbildung 1: A) Rhamnolipid mit ein bzw. zwei Rhamnosemolekülen, B) Trehalosetetraester 
 
2.1.2 Physiologische Bedeutung von Biotensiden 
So vielfältig wie die biotensidproduzierenden Mikroorganismen (Bakterien, Hefen, Pilze) 
und so zahlreich deren synthetisierte Strukturen, so verschieden sind die physiologischen 
Funktionen der Biotenside. Dabei ist es Van Hamme et al. gelungen eine Systematik in 
die unterschiedlichen Aspekte zu bringen /17/. Sie betrachten die einzelnen Funktionen 
vom Inneren einer Bakterienzelle hin zur gesamten mikrobiellen Gemeinschaft. An erster 
Stelle leiten sie aus den Bestandteilen der Biotenside (Kohlenhydrate, Lipide und Amino-
säuren) ab, dass diese möglicherweise als Nährstoffspeicher dienen könnten. Ein zusätz-
liches Indiz hierfür ist, dass die Biotensidbildung offensichtlich durch N-, P- oder Fe-
Limitierungen bei entsprechend hoher C-Konzentration induziert wird /18, 19/. Dies hätte 
 Grundlagen und Literaturübersicht 7 
wiederum Auswirkungen für den Einsatz von Biotensiden im Rahmen von biologischen 
Sanierungsmaßnahmen, da diese dann als konkurrierende Energie- und Kohlenstoffquelle 
fungieren würden. Weitere intrazelluläre Funktionen von Biotensiden sind u. a. die Er-
höhung der Bioverfügbarkeit von unlöslichen Lipiden und Proteinen, sogenannten „inclu-
sion bodies“ /17/ und die Ausbildung aktiver Kohlenwasserstoff-Effluxpumpen, um lipo-
phile Substanzen wieder aus der Zelle ausschleusen zu können /20/. 
Biotenside sind grundsätzlich an mikrobiellen Grenzflächenphänomenen beteiligt /21/. 
Eine große Bedeutung wird ihnen daher bei der Erhöhung der Bioverfügbarkeit von 
hydrophoben Nährstoffen (siehe Kapitel 2.1.5), aber auch bei der Reduzierung der Toxi-
zität u. a. von Schwermetallen zugeschrieben. So konnte mit Hilfe eines zugesetzten 
Rhamnolipids die Toxizität von Cadmium während des Wachstums von Burkholderia sp. 
auf Naphthalin oder Glucose reduziert werden /22/. Die Wirkung ist dabei zum einen auf 
die Komplexierung des Cadmiums durch das Rhamnolipid zurückzuführen, zum anderen 
bewirkte die Rhamnolipidzugabe die Ablösung von Lipopolysaccharid (LPS) von der 
Zelloberfläche /23/. Durch das abgelöste LPS kam es zu einer zusätzlichen Komplexie-
rungsreaktion des Cadmiums und die weitere Aufnahme in die Bakterienzelle wurde 
durch deren nun hydrophobere Zelloberfläche behindert. Biotenside können folglich zur 
Regulation der Hydrophobizität der Bakterienzelloberfläche und zur zellularen Dif-
ferenzierung beitragen /17/. Eine ausführliche Diskussion dazu ist in den Kapiteln 
2.1.5.1 und 2.1.5.2 zu finden. 
Auf interzellularer Ebene spielt die Motilität der einzelnen Bakterien eine wichtige Rolle. 
Ausreichende Beweglichkeit öffnet einerseits den Zugang zu neuen Nährstoffquellen und 
ermöglicht es andererseits einen hinreichenden Abstand zu toxischen Verbindungen auf-
recht zu erhalten. Biotenside können hierzu ebenso wie zum Aufbau von Biofilmen bei-
tragen. Unter diesem Gesichtspunkt ist außerdem das sogenannte „Quorum Sensing“ von 
Bedeutung /24/. 
Wie bereits erwähnt, spielen Biotenside u. a. eine Rolle bei der Ausbildung und Erhaltung 
von Biofilmen. Aus dieser Funktion heraus leitet sich ein Aspekt hinsichtlich der Patho-
genität dieser Stoffe ab. Als wohl bekanntester Produzent von Rhamnolipiden ist hier 
Pseudomonas aeruginosa anzuführen, welcher wiederum ebenfalls Biofilmbildner ist. 
Diese Biofilme sind vergleichsweise widerstandsfähig und erhöhen somit das pathogene 
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Potential dieses Bakteriums. Allerdings ergeben sich hieraus auch neue Anwendungs-
felder für das noch recht junge Gebiet der Biomedizin. Ebenso wie der Aufbau von 
Biofilmen gefördert werden kann, ist gleichermaßen auch die Beschichtung von Oberflä-
chen mit Biotensiden als Strategie zur Hemmung der Biofilmbildung möglich. So konnte 
beispielsweise mit Lipopeptiden aus B. subtilis und B. licheniformis die Biofilmbildung 
von E. coli signifikant reduziert werden /25/. Antimikrobielle, antifungale und antivirale 
Wirkungen von Biotensiden sind schon seit Jahren bekannt. So isolierten Benincasa et al. 
ein Rhamnolipidgemisch aus P. aeruginosa LBI, welches antimikrobielle Eigenschaften 
u. a. gegenüber Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Proteus vulgaris aufwies 
/26/. Abalos et al. demonstrierten die sehr gute Eignung eines neuen Rhamnolipids aus P. 
aeruginosa AT10 als Fungizid. Das Biotensid wirkte z. B. auf Aspergillus niger und Glio-
cadium virens inhibierend /27/. 
Welche Funktion das jeweilige Tensid im Einzelnen für den mikrobiellen Produzenten 
ausübt, ist oftmals nur schwer genau zu benennen und letztendlich immer auf ein Zusam-
menspiel einer Auswahl der oben genannten Aufgaben zurückzuführen. 
 
2.1.3 Trehaloselipide aus Rhodococcen 
Trehaloselipide sind Glycolipide deren hydrophiler Baustein aus einem Trehalosemolekül 
besteht. Als mikrobielle Produzenten kommen verschiedene Gattungen innerhalb der 
Actinobacteria, insbesondere in der Ordnung der Actinomycelates, in Frage. So sind u. a. 
Mycobakterien, Rhodococcen, Arthrobacter, Nocardia und Gordonia als Biotensidbildner 
bekannt. Die von den unterschiedlichen Gattungen produzierten Trehaloselipide unter-
scheiden sich dabei anhand ihrer Struktur, ihrer Größe und dem Sättigungsgrad ihrer 
Mycolsäuren /5, 8/. Prinzipiell sind folgende Strukturen von mikrobiell synthetisierten 
Trehaloselipiden zurzeit bekannt: Mono-, Di- und Tricorynomycolate /11, 28, 29/, Mo-
no-, Di-, Tetra-, Hexa- und Octa-acytelierte Derivate der Trehalose /30, 31/, Treha-
losetetraester /32, 33/ sowie Succinoyl-Trehaloselipide /34/. In Abbildung 2 sind die 
Strukturen der wichtigsten Trehaloselipide mit den am häufigsten vorkommenden Seiten-
ketten dargestellt. Mit diesen Biotensiden ist es möglich die Oberflächenspannung von 
Wasser von 72 mN m
-1
 auf 40-25 mN m
-1
 herabzusetzen und die Grenzflächenspannung 
zwischen Wasser und einer hydrophoben Phase, wie z. B: n-Hexadecan, auf 1-17 mN m
-1
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zu reduzieren. Zudem haben Trehaloselipide eine vergleichsweise sehr geringe cmc von 















Abbildung 2: Hauptvertreter der Trehaloselipide mit den am häufigsten vorkommenden Seitenketten 
(v. o. l.: Trehalosedicorynomycolate, Trehalosemonocorynomycolate, Succinoyl-Trehaloselipide und 
Trehalosetetraester, nach /5/) 
 
Die meisten Trehaloselipide, die von Rhodococcen produziert werden, sind zellwand-
gebunden und werden als Reaktion auf die Anwesenheit von n-Alkanen gebildet /5, 35/. 
Dies erschwert die Gewinnung der Tenside für industrielle Anwendungen. Inzwischen 
konnte jedoch in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass eine extrazelluläre Trehalose-
lipidproduktion ebenso wie die Biotensidbildung auf wasserlöslichen Substraten möglich 
sind. Ristau und Wagner entdeckten bereits 1983 ein neuartiges anionisches Glycolipid, 
das als 2,3,4,2‘-Trehalosetetraester identifiziert wurde /32/. Etwa 70 % des Esters waren 
im zellfreien Überstand gelöst. Insbesondere unter N-Limitierung konnte eine Überpro-
duktion des neuen Tensids erzielt werden /36/. Die Gruppe um Uchida synthetisierte mit 
 
m + n = 27 - 31  
 
  m + n = 27 - 31 
 
m = 5 - 9 
 
m = 5 - 9 
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Hilfe von Rhodococcus erythropolis Stamm SD-74 extrazelluläre Mono- und Di-Succi-
noyl-Trehaloselipide beim Wachstum auf n-Alkanen /34/. Rhodococcus erythropolis EK1 
bildet ebenfalls Trehalosemono- und -dicorynomycolate, sowohl auf hydrophilen als auch 
auf hydrophoben Substraten /28/. Die Produktion von extrazellulären Trehaloselipiden 
vereinfacht die Isolierung und Aufreinigung dieses Biotensidtyps. Dies ist insbesondere 
in der Biomedizin oder in der Kosmetikindustrie von großer Bedeutung.  
Gegenwärtig sind die Haupteinsatzgebiete vor allem in der biologischen Sanierung von 
schadstoffbelasteten Gebieten und in der Öl- und Petroleum-Industrie zu finden. Hier 
kommen Trehaloselipide vor allem bei der mikrobiell unterstützten Erdölförderung 
(MEOR) und bei der Reinigung von Öltanks zum Einsatz /5/. Für die Verwendung der 
Biotenside zur Bioremediation ist häufig keine aufwendige Reinigung der Tenside not-
wendig. Folglich können direkt zellfreie Kulturbrühen eingesetzt werden /37/. Wenn 
möglich ist auch eine In-situ-Behandlung der kontaminierten Gebiete denkbar. Die ge-
zielte Förderung der In-situ-Biotensidbildung setzt allerdings Kenntnisse zur vorliegen-
den mikrobiellen Population voraus /38/. Sollten keine Biotensidbildner, häufig Rhodo-
coccen, zu finden sein, so kann das betreffende Gebiet auch zusätzlich mit entsprechen-
den Bakterien beimpft werden /37/. Auf bisher erzielte Erfolge, aber auch Rückschläge 
bei der Verwendung von Biotensiden bei der Bioremediation wird im Kapitel 2.1.6 noch 
einmal näher eingegangen. 
 
2.1.4 Rhamnolipide aus Pseudomonaden 
Rhamnolipide von Pseudomonas spp. sind die am besten untersuchten Glycolipide. Die 
ersten Rhamnolipide wurden bereits 1946 von der Gruppe um Bergström entdeckt. Beim 
Wachstum von Pseudomonas pyocyanea (jetzt P. aeruginosa) auf Glucose beobachteten 
sie ein öliges Glycolipid /39/. Dieses setzte sich aus L-Rhamnose und β-Hydroxydecan-
säure zusammen /40/. Im Allgemeinen können Rhamnolipide strukturell in Mono- und 
Dirhamnolipide unterteilt werden. Des Weiteren kann eine Differenzierung anhand der 
Anzahl der Fettsäureketten getroffen werden. Die Länge der Fettsäureketten kann dabei 
stark variieren (C8, C10, C12), selbst ungesättigte Strukturen wurden bereits nachgewiesen. 
Diese Variationen sind allerdings selten und stellen meist nur Nebenbestandteile in kom-
plexeren Rhamnolipidmischungen dar /41/. Als Hauptkomponente werden sehr häufig 
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Dirhamnolipide (Rha2C10C10) /26, 42/, gefolgt von Monorhamnolipiden (RhaC10C10) /43/ 
beschrieben. Die prinzipiellen Grundstrukturen sind in Abbildung 3 dargestellt. Durch 
zahlreiche Variationen dieser Grundtypen ergeben sich zurzeit insgesamt ca. 60 bekannte 
Strukturen /44/. Mit Rhamnolipiden ist es möglich die Oberflächenspannung von Wasser 
von 72 mN m
-1
 auf bis zu 30 mN m
-1
 herabzusetzen und die Grenzflächenspannung 
zwischen Wasser/Öl auf Werte unter 1 mN m
-1
 zu reduzieren. Die cmc-Werte dieser 
Biotenside liegen dabei im Bereich zwischen 5 mg l
-1
 und 200 mg l
-1
 und sind sowohl von 











Abbildung 3: Prinzipielle Strukturen von Rhamnolipiden nach /44/:  
Monorhamnolipide:   A) RhaC10,    B) RhaC10C10,  
Dirhamnolipide:        C) Rha2C10,    D) Rha2C10C10  
 
Rhamnolipide werden bereits industriell produziert. So verkauft beispielsweise Jeneil 
Biosurfactant (Wisconsin, USA) Rhamnolipide von Pseudomonas aeruginosa vor allem 
als Fungizide für die Landwirtschaft bzw. als Zusatzstoff bei der Bioremediation /25/. 
Auch die Firma Rhamnolipid Inc. (Florida, USA) produziert Rhamnolipide unter Ver-
wendung von P. aeruginosa-Stämmen /41/. Diese können zwar in großen Mengen 
produziert werden, problematisch ist aber die Pathogenität der mikrobiellen Produzenten. 
Tatsächlich stammen die bisher identifizierten Rhamnolipide hauptsächlich von Pseudo-
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monas spp., insbesondere von P. aeruginosa. Auf der Suche nach nicht-pathogenen 
Stämmen erzielten Onbasli und Aslim mit P. luteola und P. putida sogar höhere Umsätze 
als mit P. aeruginosa /45/. Tuleva et al. isolierten einen neuen P. putida-Stamm, der 
sowohl auf löslichen Substraten wie Glucose und Glycerol, aber auch auf schlecht lös-
lichen Stoffen, wie beispielsweise Hexadecan, Rhamnolipid bildete. Die Biotensid-
produktion erreichte dabei erst in der stationären Wachstumsphase ihren Maximalwert 
/46/. In den letzten Jahren konnten auch noch weitere Gammaproteobakterien als Rham-
nolipidproduzenten isoliert werden /47/. Hierzu zählen u. a. Acinetobacter calcoaceticus 
und Enterobacter spp., die auf Mineralsalzmedium mit 10 % Glycerol Mono- und 
Dirhamnolipide bilden. Des Weiteren sind beispielsweise Burkholderia spp. (Betaproteo-
bakterien) in der Lage Rhamnolipide zu synthetisieren /48, 49/. Aber auch Vertreter 
anderer Phyla (z. B. Actinobacteria, Firmicutes) wurden als Biotensidbildner identifiziert 
/50, 51/. Ein Großteil der eben genannten Vertreter ist allerdings ebenfalls pathogen oder 
noch nicht hinreichend genug charakterisiert. Weiterführende Forschungsarbeit ist auf 
diesem Gebiet also noch erforderlich /44/. 
 
2.1.5 Wirkungsmechanismen zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben 
Schadstoffen 
Im Allgemeinen können nur in Wasser gelöste Substrate von Bakterien verstoffwechselt 
werden. Für den Abbau von hydrophoben Stoffen muss also zunächst eine Vermittlung 
zwischen wässriger und organischer Phase erfolgen. Eine mikrobielle Strategie hierfür ist 
die Bildung von Biotensiden. Deren Wirkung kann in zwei Grenzfälle unterteilt werden. 
Dies ist zum einen die Erhöhung der Löslichkeit der hydrophoben Schadstoffe aufgrund 
der tensidischen Wirkung, wodurch bereits bei Konzentrationen unterhalb der cmc die 
Grenzflächenspannung zwischen wässriger und organischer Phase reduziert und der Mas-
setransfer in die wässrige Phase begünstigt wird. Bei Tensidkonzentrationen oberhalb der 
cmc kann außerdem eine Einlagerung des hydrophoben Stoffs in Mizellen erfolgen, die 
sogenannte Pseudosolubilisierung, die sich nochmals positiv auf die Löslichkeit auswirkt. 
Voraussetzung hierfür ist das Vorliegen von extrazellulären Biotensiden. Die zweite 
Möglichkeit besteht in der Ausbildung einer hydrophoben Bakterienzelloberfläche, die 
eine direkte Anlagerung an den hydrophoben Nährstoff ermöglicht. Als Beispiel sind 
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hierbei die zellwandgebundenen Trehaloselipide u. a. von Rhodococcen zu nennen. Die 
prinzipiellen Mechanismen haben auch für die Wirkung zugesetzter Tenside zur Erhö-
hung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben Schadstoffen im Rahmen von biologischen 
Sanierungsvorhaben Gültigkeit. Die grundlegenden Grenzfälle (Pseudosolubilisierung 




2.1.5.1 Strategien bei Rhodococcen 
Wie bereits im Kapitel 2.1.3 erwähnt, erfolgt die Synthese von Trehaloselipiden durch 
Rhodococcen oftmals nur in Anwesenheit von hydrophoben Substraten wie z. B. n-Alka-
nen. Bemerkenswert hierbei ist, dass die Bildung von Biotensiden nicht essentiell für den 
Abbau von n-Hexadecan durch Rhodococcen ist. Bouchez-Naitali und Vandecasteele 
zeigten, dass Rhodococcus equi Ou2 erst nach der Verstoffwechslung von ca. 50 % des 
Substrats begann ein Glycolipid zu bilden. Die Zelloberfläche war von Beginn an 
hydrophob und blieb im Verlauf des Substratabbaus nahezu unverändert. Dies spricht für 
die Aufnahme des Hexadecans durch direkten Kontakt der Bakterien mit den Alkan-
tröpfchen /53/. Eine analoge These wurde auch von Winkelmann postuliert /12/. Im All-
gemeinen sind Rhodococcen aufgrund ihrer Mycolsäureschicht bereits vergleichsweise 
hydrophob. Im Falle von zellwandgebundenen Trehaloselipiden scheint also nur eine 
Verstärkung der Mycolsäure-/Glycolipidschicht zu erfolgen. Die Produktion von extra-
Abbildung 4: 
Grenzfälle der Wirkungsmechanismen von 
Biotensiden zur Erhöhung der Bioverfüg-
barkeit von hydrophoben Schadstoffen 
(Schema nach Schippers et al. /52/) 
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zellulären Biotensiden wäre in diesem Falle nur eine weitere Konsequenz aus der Syn-
these bzw. Überproduktion dieser zellwandgebundenen, hydrophoben Glycolipidbestand-
teile. Die Zellantwort auf die Anwesenheit von n-Alkanen würde wiederum das Wachs-
tum auf wasserunlöslichen Substraten fördern /53/. 
Die Gruppe um Franzetti konnte bei Gordonia sp. BS29 erstmalig nachweisen, dass ein 
Wechsel von einer hydrophoben zu einer hydrophilen Zelloberfläche im Verlauf des 
Wachstums auf n-Hexadecan erfolgt. Zu Beginn des Wachstums wird der direkte Kontakt 
zwischen n-Alkan und Bakterien durch die hohe Hydrophobizität der Zellen beobachtet. 
Während des Wachstums erhöht sich der Anteil der an der Zellwand gebundenen Glycoli-
pide. Auf diese Weise maskieren diese die ursprünglich hydrophobe Mycolsäureschicht 
der Zellen, die hydrophilen Bausteine werden entsprechend in Richtung der umgebenden, 
wässrigen Phase ausgerichtet. Zusätzlich setzt Gordonia sp. BS29 einen extrazellulären 
Bioemulgator frei, der den nun hydrophilen Bakterienzellen den Kontakt mit den emul-
gierten Alkantröpfchen ermöglicht /54/. Diese Ergebnisse stützen auch die These, dass 
Bakterien Biotenside zur Regulation ihrer Oberflächenhydrophobizität nutzen, indem sie 
die hydrophoben Bausteine ihrer zellwandgebundenen Biotenside nach innen bzw. außen 
richten /21/. Eine Maskierung des hydrophoben Charakters der Zelloberfläche durch 
extrazelluläre Polysaccharide vermuteten auch Sokolovská et al. Sie verglichen auf Ace-
tat und Pristan gewachsene Kulturen von R. erythropolis E1. Die Analyse der Bakterien-
zelloberflächen erfolgte dabei mittels XPS /55/. 
 
2.1.5.2 Strategien bei Pseudomonaden 
Im Gegensatz zu Trehaloselipiden, welche bei Rhodococcen sehr häufig zellwand-gebun-
den vorliegen, werden Rhamnolipide von ihren mikrobiellen Produzenten meist ins 
Medium abgegeben. Bei der Untersuchung der Wirkung des Rhamnolipids auf die Erhö-
hung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben Schadstoffen stand dementsprechend die 
Vermittlung zwischen n-Alkanen und Wasser mittels Biotensid im Vordergrund /44/. 
Beal und Betts zeigten zunächst, dass das Rhamnolipid von P. aeruginosa PG201 die 
Löslichkeit von n-Hexadecan von 1.84 µg l
-1
 auf 22.76 µg l
-1
 im Kulturmedium erhöhen 
konnte. Es hatte positiven Einfluss auf die Aufnahme und den mikrobiellen Abbau des 
Alkans, war hierfür aber nicht essentiell. Die Hydrophobizität der bakteriellen Zellober-
 Grundlagen und Literaturübersicht 15 
fläche nahm während des Alkanabbaus zu. Dies traf in geringerem Maße auch auf den P. 
aeruginosa Stamm UO299 zu, der jedoch kein Biotensidproduzent ist. Anhand ihrer 
Ergebnisse schlussfolgerten Beal und Betts, dass nicht nur die erhöhte Solubilisierung, 
sondern auch der direkte Kontakt der Bakterien mit den Alkantröpfchen einen wichtigen 
Beitrag zu dessen Abbau darstellt /56/. Eine positive Wirkung des Rhamnolipids von P. 
aeruginosa UG2 auf den Hexadecanabbau des gleichen Bakteriums konnten auch Noord-
man und Janssen nachweisen. Allerdings konnte durch dieses Rhamnolipid kein verbes-
serter Alkanabbau bei den untersuchten Rhodococcen beobachtet werden. Folglich 
scheint sich der Mechanismus zur Erschließung des Hexadecans bei den jeweiligen Stäm-
men zu unterscheiden /57/. 
Cameotra und Singh konnten nachweisen, dass mit Hilfe von Rhamnolipid das einge-
brachte Hexadecan in Tröpfchen kleiner 0.22 µm dispergiert und auf diese Weise die Bio-
verfügbarkeit für P. aeruginosa erhöht wurde. Dies konnte erstmalig mit Aufnahmen 
eines Elektronenmikroskops belegt werden. Die beobachtete „Internalisierung“ der „Bio-
tensid-bedeckten Kohlenwasserstoff-Tropfen“ wies dabei Parallelen zum Mechanismus 
der aktiven Pinocytose auf /58/. 
Rhamnolipide können auch direkt Einfluss auf die Hydrophobizität der Zelloberflächen 
ausüben. Al-Tahhan et al. beobachteten, dass bereits bei Tensidkonzentrationen unterhalb 
der cmc das zugegebene Rhamnolipid zu einer Erhöhung der Zellhydrophobizität bei 
P. aeruginosa führt. Ursache hierfür war die teilweise Ablösung der Lipopolysaccharid-
(LPS)-Schicht des Bakteriums. Infolgedessen wurde eine erhöhte Aufnahme von Hexa-
decan ermöglicht /23/. Zu ähnlichen Ergebnissen kam auch die Gruppe um Sotirova. 
Allerdings konnten sie bei Rhamnolipidkonzentrationen unterhalb der cmc noch keinen 
Einfluss auf den LPS-Gehalt feststellen, stattdessen bemerkten sie eine deutliche Ab-
nahme der Konzentration der Outer-membrane-Proteine. Erst oberhalb der cmc setzte 
ebenfalls die Ablösung des LPS ein. Beide Effekte hatten gleichermaßen Auswirkungen 
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2.1.6 Einsatz von (Bio-)Tensiden bei der Bioremediation 
Unter dem Begriff Bioremediation werden in der Literatur Sanierungsmaßnahmen zusam-
mengefasst, an denen Mikroorganismen direkt oder indirekt beteiligt sind. Hierzu zählt 
zum einen der mikrobiologische Abbau von hydrophoben, organischen Schadstoffen, 
zum anderen das sogenannte „Soil Washing“ unter Zuhilfenahme u. a. von Biotensiden 
zur Entfernung sowohl von organischen Verschmutzungen als auch von Schwermetallen. 
An dieser Stelle soll der Fokus auf den direkten Einfluss von Biotensiden auf den mikro-
biellen Abbau von Umweltschadstoffen gelegt werden. 
Erdöl ist eine der wichtigsten Ressourcen. Ob als fossiler Brennstoff oder als Ausgangs-
stoff für die chemische Industrie, die extensive Nutzung von Kohlenwasserstoffen macht 
diese zu einer ernstzunehmenden Umweltbedrohung. Es ist gerade deren hydrophober 
Charakter und folglich deren geringe Wasserlöslichkeit, die zur Persistenz dieser Stoffe 
führen und infolgedessen steht die Notwendigkeit von effektiven Sanierungstechnologien 
außer Frage /3, 4/. Wie bereits im Kapitel 2.1.5 ausgeführt, ist jedoch für einen mikrobiel-
len Abbau die Zugänglichkeit hydrophober Schadstoffe essentiell. Biotenside sind in der 
Lage die physikochemischen Eigenschaften von Ober- und Grenzflächen zu verändern 
und beeinflussen somit die Verteilung von hydrophoben Substanzen innerhalb der jewei-
ligen Phasen. Böden, die mit Kohlenwasserstoffen belastet sind, weisen mindestens sechs 
unterschiedliche Phasen auf: Bakterien, Bodenpartikel, Wasser, Luft, unlösliche Flüssig-
keiten und feste Kohlenwasserstoffe. Die Kohlenwasserstoffe können dabei sowohl gelöst 
in Wasser, adsorbiert an Bodenpartikeln, an bakteriellen Zelloberflächen haftend, aber 
auch als separate, unlösliche Phase vorliegen. Diese Vielzahl an Möglichkeiten wird 
durch die Zugabe von Tensiden noch erweitert. Die Hydrophobizität von Oberflächen 
wird verändert, organische Stoffe, z. B. Kohlenwasserstoffe, werden in Mizellen solubili-
siert. Die komplexen Beziehungen legen nahe, dass die exakte Modellierung des Effekts 
von Biotensiden auf die Bioremediation kaum möglich ist und experimentelle Validierun-
gen unabdingbar sind. Allerdings ist ein grundlegendes Verständnis der Funktion der Bio-
tenside und deren Wechselwirkung mit der Umwelt essentiell für deren Einsatz für Sanie-
rungsmaßnahmen /8/. 
Prinzipiell müssen folgende Wechselwirkungen zwischen Tensiden und der Umwelt in 
Betracht gezogen werden: 1. Emulgierung, 2. Mizellbildung, 3. Sorption an Bodenparti-
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kel und 4. Desorption von Schadstoffen /8/. Da insbesondere hochmolekulare Biotenside 
über sehr gute emulgierende Eigenschaften verfügen, soll an dieser Stelle nicht genauer 
auf die Emulsionswirkung eingegangen werden. Bei Tensidkonzentrationen oberhalb der 
cmc ist die Einlagerung von hydrophoben Stoffen in das Innere der Mizellen möglich. 
Auf diese Weise konnte mit Hilfe von Rhamnolipiden der mikrobielle Abbau von Hexa-
decan, Octadecan, n-Paraffin, Teeröl und anderer Kohlenwasserstoffmischungen be-
schleunigt werden. Die Bioremediation von Erdölschlamm konnte ebenso gefördert wer-
den /56, 60/. Mata-Sandoval et al. wiesen eine positive Wirkung von Rhamnolipiden auf 
den Abbau dreier Pestizide nach /61/. Andererseits können auch diese organischen Schad-
stoffe in Mizellen eingeschlossen werden. Die Inhibierung des Schadstoffabbaus durch 
eine solche Sequestrierung wurde bisher häufig nur bei der Verwendung synthetischer 
Tenside beobachtet /8/. Oftmals haften hydrophobe Schadstoffe an Bodenpartikeln. Mit 
Hilfe von Tensiden muss also zunächst eine Solubilisierung bzw. ein Ablösen der Stoffe 
erfolgen. Die Gruppe um Noordman und Janssen untersuchten den Effekt von Rhamno-
lipid auf den Hexadecanabbau. Das Substrat wurde hierfür in einer Matrix aus Kieselerde 
eingeschlossen. Bei sehr kleinen Porengrößen (6 nm) führte jedoch auch der Einsatz des 
Biotensids nicht zur ausreichenden Freisetzung des Alkans und konnte somit die Auf-
nahme in die bakteriellen Zellen nicht verbessern /62/. Nicht zu vernachlässigen ist auch 
der Anteil der Tenside, welcher selbst an Bodenpartikel sorbiert. Die cmc der Tenside 
werden folglich größer und somit auch die notwendigen einzusetzenden Tensidmengen. 
Daraus resultieren wiederum größere Mengen an Tensid, die nach einer Behandlung 
schadstoffbelasteter Böden zurückbleiben. Diese Komplikation sollte vor der Einbringung 
zusätzlicher Tenside beachtet werden /8/. Eine mögliche Alternative stellt dabei die In-
situ-Produktion von Biotensiden dar. 
Viele Forschergruppen befassen sich mit der Isolierung biotensidproduzierender Mikroor-
ganismen unter Verwendung von Proben, die direkt von belasteten Standorten entnom-
men wurden. So gelang es beispielsweise Nazina et al. 20 Reinkulturen aus dem Forma-
tionswasser des Ölfeldes von Daqing zu isolieren, die in der Lage waren oberflächen-
aktive Substanzen zu bilden. Unter den Isolaten waren auch Rhodococcus- und Pseudo-
monas-Stämme zu finden /63/. Menezes et al. untersuchten biotensidproduzierende Popu-
lationen zweier Strandböden (Kalifornien, USA und Hong Kong, China), welche mit Die-
selöl kontaminiert waren. Anhand von 16S rRNA Gensequenzierung konnte u. a. ein 
Pseudomonas-Stamm identifiziert werden /64/. Diese Isolate weisen ein hohes Potential 
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zur Biotensidproduktion auf und sind vielversprechend für die Bioremediation von Bö-
den, die mit Erdölkohlenwasserstoffen belastet sind. Kumar et al. interessierten sich für 
den mikrobiellen Abbau von Öl mit Hilfe eines kohlenwasserstoffabbauenden P. putida-
Stamms in Gegenwart eines biotensidbildenden Bakteriums. Der Abbau wurde positiv 
beeinflusst. Das in-situ-produzierte Biotensid emulgierte dabei nicht nur das Öl, sondern 
hatte auch Auswirkungen auf die Adhäsion zwischen dem Kohlenwasserstoff und dem 
Bakterium /65/. Die hier genannten Beispiele bilden nur einen kleinen Teil der entsprech-
enden Literatur ab, verdeutlichen aber anschaulich das große Potential von Biotensiden 
für die Bioremediation. Das anhaltend starke Interesse an dieser Stoffklasse wird in den 
letzten Jahren auch durch die zahlreichen Reviews zu dieser Thematik widergespiegelt 
/3, 4, 5, 8, 25, 41, 44/. 
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2.2 Die kritische Mizellbildungskonzentration (cmc) 
Im Kapitel 2.1 wurde gezeigt, dass der Einfluss der Biotenside auf das mikrobielle 
Wachstum und auf die damit verbundene Bioremediation von der jeweils eingesetzten 
Konzentration abhängig ist. Dabei spielt die kritische Mizellbildungskonzentration (cmc) 
eine außerordentlich wichtige Rolle. Diese ist eine entscheidende Kenngröße, da beim 
Überschreiten der cmc eine sprunghafte Änderung verschiedener physikalischer Eigen-
schaften auftritt. Im Folgenden soll nun sowohl auf die Bedeutung und Möglichkeiten zur 
Beeinflussung der cmc, als auch auf experimentelle Untersuchungsmethoden und die 
Anwendung dieser zur Bestimmung der cmc näher eingegangen werden. 
 
2.2.1 Bedeutung und Beeinflussung der cmc 
Bereits unterhalb der cmc weisen Tenside aufgrund ihrer hydrophilen Kopfgruppe eine 
gewisse Löslichkeit in Wasser auf. Dennoch ist das System bestrebt die Kontaktfläche 
zwischen Wasser und dem hydrophoben Tensidbestandteil so gering wie möglich zu hal-
ten. Dies kann auf zwei Wegen erreicht werden. 1. Die Tensidmonomere lagern sich an 
der Phasengrenzfläche an, wobei der hydrophile Teil ins Wasser ragt und der hydrophobe 
Teil in Richtung der angrenzenden Luft oder einer angrenzenden hydrophoben Phase aus-
gerichtet wird. Auf diese Weise wird die Oberflächen- bzw. die Grenzflächenspannung 
des Wassers herabgesetzt. 2. Es erfolgt eine reversible Selbstaggregation der Tensid-
monomere zu Mizellen /1/. Triebkraft hierfür ist ebenfalls die Minimierung der Kontakt-
fläche zwischen hydrophobem Stoff und Wasser. Die Mizellbildung tritt bei einer ganz 
bestimmten Konzentration ein, der sogenannten kritischen Mizellbildungskonzentration 
(engl. critical micelle concentration, cmc), welche für jedes Tensid charakteristisch ist. 
Die hydrophoben Molekülteile ragen in das Innere der Mizelle, während die hydrophilen 
Kopfgruppen die Mizelloberfläche bilden. Auf diese Weise wird der hydrophobe Innen-
raum vom polaren Lösungsmittel abgeschirmt und gleichzeitig werden die Aggregate in 
Lösung gehalten. Die Mizellbildung an sich ist, wie schon erwähnt, ein reversibler Vor-
gang. Demzufolge ist bei Verdünnung einer mizellaren Tensidlösung ein Zerfall in Mono-
mere zu beobachten. Dies wird als Demizellisierung bezeichnet. Unterhalb der cmc liegen 
meist ausschließlich Tensidmonomere vor, nur selten wurde von Di- oder Trimeren 
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berichtet. Oberhalb der cmc befinden sich die Mizellen mit den Monomeren im Gleich-
gewicht /66/. 
Die cmc für die jeweiligen Tenside sind u. a. von der Ionenstärke, der Temperatur und der 
Konzentration von Additiven abhängig. Ebenso ist der Molekülaufbau von Bedeutung. 
Dabei ist die cmc eines Tensids umso kleiner, je weniger hydrophil bzw. je hydrophober 
die entsprechenden Gruppen des Moleküls sind /1/. Je länger also die Kohlenstoffkette 
eines Kohlenwasserstofftensids mit gleicher polarer Kopfgruppe, desto kleiner ist die cmc 
/67/. Verzweigte Tenside bzw. Tenside mit aromatischen Ringen haben eine größere cmc 
als geradkettige, unverzweigte Spezies mit gleicher C-Zahl /68, 69/. Die Struktur der 
hydrophilen Kopfgruppen bei ionischen Tensiden hat kaum Einfluss auf die cmc. Aller-
dings haben ionische Tenside aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen deutlich 
höhere cmc-Werte als nichtionische Tenside mit dem gleichen hydrophoben Rest /66/. 
Bei ionischen Tensiden hat zudem die Ladung der Gegenionen Einfluss auf die cmc. Auf-
grund der höheren Ionenstärke verringern mehrwertige Gegenionen die cmc /70/. Folglich 
führt auch die Zugabe von Elektrolyten zu einer mizellaren Lösung zu einer Erniedrigung 
der cmc /67/. Ursache hierfür sind elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Mizellen 
und Ionen. Dementsprechend ist der Einfluss von Elektrolyten auf die cmc von nichtio-
nischen Tensiden vergleichsweise gering /66/. Die Aufnahme von hydrophoben Stoffen 
in die Mizellen hat ebenfalls Auswirkungen auf die Tensidaggregate /71/. Unter der Vor-
aussetzung, dass sich die Mizellen als eigenständige Phase im Gleichgewicht mit der 
wässrigen Tensidlösung befinden (Phasenseparationsmodell, siehe Kapitel 2.2.4), kann 
den Tensidmolekülen in der Mizelle ein chemisches Potential (µmic) zugeordnet werden: 
           
                 (1) 
  
  ist das chemische Standardpotential der Tensidmonomere in der wässrigen Phase 
bezogen auf die unendliche Verdünnung, und Xcmc ist die kritische Mizellbildungs-
konzentration bezogen auf eine Wasserkonzentration von 55.5 mol l
-1
 (s. Kapitel 2.2.4). 
Demnach muss die Absenkung des chemischen Potentials µmic zur Verringerung der cmc 
führen /1/. Im Gegensatz dazu ist die cmc aufgrund des geringen Temperatureinflusses 
bei Raumtemperatur nahezu konstant /72/. 
Die Kenntnis der cmc ist von großer Bedeutung, da die meisten Tenside bei Konzentratio-
nen nahe der cmc ihre volle Wirksamkeit entfalten. Eine weitere Tensidzugabe hat bei-
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spielsweise auf die Reduzierung der Oberflächenspannung von Wasser kaum mehr Ein-
fluss und sollte aus ökonomischer Sicht vermieden werden. Zur Bestimmung der cmc 
sind zahlreiche Methoden bekannt. Eine Auswahl wird im Kapitel 2.2.2 kurz vorgestellt. 
 
2.2.2 Experimentelle Methoden zur Bestimmung der cmc 
Zur experimentellen Bestimmung wird generell die sprunghafte Veränderung verschiede-
ner physikalisch-chemischer Eigenschaften von Tensidlösungen beim Überschreiten der 
cmc ausgenutzt. Im Wesentlichen können zwei Gruppen von Messprinzipien unterschie-
den werden: 1. Methoden, die insbesondere die Konzentration bzw. konzentrationspro-
portionale Größen der Tensidmonomere oder der Gegenionen erfassen, z. B. Leitfähig-
keitsmessungen, Oberflächenspannungsmessungen bzw. Messung der kolligativen Eigen-
schaften und 2. Methoden, die insbesondere auf die Bildung der Mizellen ansprechen. 
Dazu gehören Messungen der Solubilisierung löslicher oder unlöslicher Farbstoffe durch 
die Mizellen oder der Lichtstreuung /1/. 
Aufgrund der vergleichsweise einfachen experimentellen Bestimmung und der vielseiti-
gen Anwendbarkeit wird sehr häufig die Oberflächenspannung von Tensidlösungen kon-
zentrationsabhängig ermittelt. Apparativ kann dies u. a. mittels der Blasendruck-, der 
Steighöhen-, der Drahtbügel- oder der WILHELMY-Plattenmethode realisiert werden. Die 
Bestimmung beruht darauf, dass sich die Tensidmonomere bei Konzentrationen unterhalb 
der cmc an der Phasengrenze Wasser/Luft anlagern. Auf diese Weise wird die Ober-
flächenspannung des Wassers herabgesetzt. Ist die Grenzschicht mit Tensidmonomeren 
gefüllt, so muss bei weiterer Tensidzugabe die Aggregation der Monomere zu Mizellen 
erfolgen. Die Oberflächenspannung bleibt oberhalb der cmc deshalb nahezu unverändert. 
Zur Bestimmung der cmc von ionischen Tensiden kann des Weiteren die spezifische elek-
trische Leitfähigkeit ermittelt werden. Unterhalb der cmc ist die Steigung der Geraden 
proportional dem Dissoziationsgrad des Tensids in Wasser und der Beweglichkeit des 
Gegenions. Oberhalb der cmc ist der Anstieg der Leitfähigkeit nur noch gering, da die 
Beweglichkeit der Mizellen wesentlich geringer ist.  
Bei der Bestimmung der Lichtstreuung führt die Bildung von Mizellen zu einem deut-
lichen Anstieg der Signalintensität. Die Mizellbildung kann auch mittels kolorimetrischer 
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bzw. spektralphotometrischer Methoden beobachtet werden. Dazu wird ein wasserunlös-
licher Farbstoff (z. B. Orange OT) im hydrophoben Mizellkern solubilisiert. Die Anwen-
dung dieser Methode ist jedoch problematisch, da es durch die zusätzliche Einlagerung 
des Farbstoffs bereits zu einer Verschiebung der cmc kommen kann. Als letztes sei hier 
noch die Ermittlung anhand von kolligativen Eigenschaften, wie z. B. dem osmotischen 
Druck πc, genannt. Dies basiert auf den unterschiedlichen Teilchenzahlen ober- bzw. 
unterhalb der cmc. So nimmt πc unterhalb der cmc stärker mit zunehmender Konzentra-
tion zu als oberhalb der cmc /66/. In Abbildung 5 ist der Konzentrationsverlauf aus-




Die oben genannten Methoden sind allerdings nicht universell auf alle Tenside anwend-
bar. Wie bereits erwähnt, ist beispielsweise die Erfassung der elektrischen Leitfähigkeit 
nur für ionische Tenside sinnvoll. Allen Tensiden gemeinsam ist per Definition ihre ober-
flächenaktive Wirkung. Dementsprechend basieren die verbreitetsten Methoden zur Er-
mittlung der cmc auf der Bestimmung der Oberflächenspannung. Dies trifft ebenso auf 
Biotenside zu. Eine Übersicht häufig angewendeter Methoden gibt die Tabelle 1. 
Experimentell finden insbesondere die Ringmethode nach DUNOÜY und die WILHELMY-
Plattenmethode sehr häufig Anwendung. Die speziellen experimentellen Bedingungen 
sind demgegenüber sehr vielfältig. So wurde die cmc teils in reinem Wasser, teils in 
gepufferten Systemen bestimmt. Unter Beachtung des Einflusses von Elektrolytzugaben 
(s. Kapitel 2.2.1) sollte dies beim direkten Vergleich einzelner cmc-Werte berücksichtigt 
Abbildung 5: 
Schematische Darstellung des Konzen-
trationsverlaufs einiger physikalischer 
Eigenschaften von Tensidlösungen 
(λe spezifische elektrische Leitfähigkeit, πc 
osmotischer Druck, σ Oberflächenspan-
nung, Slb Solubilisierung, cmc kritische 
Mizellbildungskonzentration), nach /66/ 
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werden. Die Verwendung unterschiedlicher Messtemperaturen sollte nahe der Raum-
temperatur hingegen keinen signifikanten Einfluss haben. 
 
Tabelle 1:  Gebräuchliche Messmethoden zur Bestimmung der cmc von Biotensiden mit den jewei-



































WILHELMY-   P.aeruginosa dest. Wasser 50 /76/ 
Plattenmethode 
  dest. Wasser 
(25) 
108-230 /27, 26, 
77/ 
  P.putida dest. Wasser 150 /78/ 
Blasendruck-
methode 







































 NaHCO3, 10 mmol l
-1





Phosphatpuffer, pH 7.0), LB Luria Bertrani, MSM Mineral Salt Medium, TOC Total Organic Carbon 
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Eine weitere Methode zur Bestimmung der cmc ist die Isotherme Titrationskalorimetrie 
(ITC). Die Entwicklung sensitiver Kalorimeter ermöglicht nicht nur die Bestimmung der 
cmc, sondern im Rahmen einer Messung gleichzeitig auch die Ermittlung der Mizellbil-
dungsenthalpie. Obwohl diese Methode für synthetische Tenside durchaus gebräuchlich 
ist, insbesondere zur thermodynamischen Charakterisierung der Mizellbildung (s. Kapitel 
2.2.3), hat bisher nur die Gruppe um Aranda die cmc eines Biotensids (Dirhamnolipid) 
mittels ITC gemessen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die ermittelten Werte aus den 
kalorimetrischen Experimenten gut mit denen aus den Oberflächenspannungsmessungen 
übereinstimmen /73/. 
 
2.2.3 Kalorimetrische Bestimmung mittels Isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) 
Die bisher vorgestellten experimentellen Methoden zur Bestimmung der cmc sind bei der 
Durchführung einer einzelnen Messung auf die ausschließliche Ermittlung der cmc be-
grenzt. Ist darüber hinaus die thermodynamische Charakterisierung der Mizellbildung von 
Interesse, so sind jeweils temperaturabhängige Messungen der cmc notwendig. Die Iso-
therme Titrationskalorimetrie hebt sich hiervon entscheidend ab. Diese ermöglicht als 
einzige Methode die Ermittlung sowohl der cmc als auch der Enthalpie der Mizellbildung 
im Rahmen eines kalorimetrischen Experiments. 
Aus experimenteller Sicht wird bei der kalorimetrischen Messung die Demizellisierung 
untersucht. Dabei werden kleine Volumina (häufig 8-10 µl) einer mizellaren Lösung in 
destilliertes Wasser oder Pufferlösungen (V ~ 1.0-1.5 ml) titriert. Die Konzentration der 
zugegebenen Tensidlösung sollte dabei deutlich oberhalb der cmc liegen. Zu Beginn der 
Messung wird zunächst die Wärme der Demizellisierung detektiert. Die injizierten 
Mizellen zerfallen in die entsprechenden Monomere. Dies ist so lange zu beobachten bis 
die Tensidkonzentration in der Kalorimeterzelle die cmc erreicht hat. Die gemessene 
Wärmetönung nimmt mit jeder weiteren Zugabe ab und schließlich ist nur noch die 
Verdünnung der mizellaren Lösung messbar / 81 /. Eine typische Messkurve für die 
Bestimmung der cmc von SDS in Puffer ist in Abbildung 6A dargestellt. Zur Bestimmung 
der Mizellbildungsenthalpie       werden die Flächen der einzelnen Zugaben integriert 
und gegen die zugegebenen Menge Tensid aufgetragen.       ist die Differenz aus der 
ermittelten Wärmetönung (Peakfläche) für die Demizellisierung und der Verdünnungs-
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wärme (Pfeil in Abbildung 6B). Der Extremwert der ersten Ableitung der integrierten 




Natriumdodecylsulfat (kurz: SDS) ist ein synthetisches, anionisches Tensid und wurde 
bereits intensiv hinsichtlich cmc und deren Abhängigkeit von Elektrolytkonzentration und 
Temperatur untersucht. Entsprechend sind in der Literatur auch Untersuchungen mit Hilfe 
der ITC zu finden. Es wurden bereits systematisch die unterschiedlichen Einflüsse der 
genannten Parameter auf die Mizellbildung von SDS untersucht (s. Tabelle 2). In der 
Literatur sind solche umfassenden Studien für Biotenside hingegen noch nicht zu finden 
(s. Kapitel 2.2.2). 
Abbildung 6: 
Bestimmung der cmc von SDS in Puffer bei 
30 °C 
A) typische Titrationskurve (Wärmefluss in Ab-
hängigkeit der Zeit), B) Enthalpie nach Integra-
tion der Wärmeleistung pro Injektion (bezogen 
auf die zugegebenen Mole Tensid),       sym-
bolisiert durch Pfeil, C) 1. Ableitung von B), 
Minimum entspricht der cmc, nach /82/ 
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dest. Wasser 30 7.7 -2.8 /88/* 









 HEPES Puffer, pH 7.4 und 160 mmol l
-1
 NaCl, 




CSC 4200, Calorimetry Science Corporation 
 
Anhand der Übersicht wird noch einmal deutlich, dass der Einfluss der Temperatur auf 
die cmc nahe Raumtemperatur vernachlässigbar ist. In Wasser wurde die cmc dieses Ten-
sids bei 25 °C im Bereich von 7.7-8.3 mmol l
-1
 bestimmt. Bemerkenswert ist allerdings 
der Vorzeichenwechsel der Mizellbildungsenthalpie im Bereich von 25 °C. Da die 
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Mizellbildung oberhalb der cmc eine spontane Reaktion darstellt (   < 0), ist folglich 
davon auszugehen, dass bei Temperaturen kleiner 25 °C (      > 0) ausschließlich die 
Entropiezunahme des Wassers zur Mizellbildung führt. Bei Temperaturen über 25 °C 
(      < 0) steigt der Beitrag der Enthalpie. Insbesondere in der Arbeit von Paula et al. 
wird deutlich, dass der Betrag der Mizellbildungsenthalpie für SDS in Wasser bei 25 °C 
ein Minimum durchläuft (      = 0.024 kJ mol
-1
) /72/. Wie zu erwarten war, ist die cmc 
von SDS in Salz- bzw. Pufferlösungen wesentlich kleiner. Die Mizellbildungsenthalpie ist 
hier im untersuchten Temperaturbereich ausschließlich exotherm. Dies ist mit den 
zusätzlichen elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Tensid und Elektrolytionen 
zu erklären. 
Wie bereits im Kapitel 2.2.2 erwähnt, wurde die ITC zur Bestimmung der cmc von Bio-
tensiden bisher nur von der Gruppe von Aranda angewendet /73/. Hierbei wurde die cmc 
für eine Dirhamnolipidmischung in Puffer- und Salzlösung (5 mmol l
-1
 HEPES, pH 7.4, 
150 mmol l
-1
 NaCl) mit einem Wert von 71.5 mg l
-1
 bestimmt. Die Mizellbildungs-
enthalpie ist bei 25 °C endotherm (      = 2.55 kJ mol
-1
) und folglich die Mizellbildung 
entropiegetrieben. Thermodynamische Charakterisierungen der Mizellbildung von kom-
merziell erhältlichen Rhamnolipidmischungen (z. B. JBR 425 von Jeneil Biosurfactants, 
Wisconsin, USA) bzw. von Rhamnolipiden in Wasser sind hingegen in der Literatur 
bisher nicht zu finden. 
Die fehlenden Literaturdaten hinsichtlich der cmc-Bestimmung von Biotensiden mittels 
ITC deuten auch auf die Probleme bei der Anwendung dieser Methode hin. Zum einen 
sollte die mizellare Stammlösung konzentriert genug sein, dass bei den jeweiligen Zuga-
ben ein ausreichend großes thermisches Signal hervorgerufen wird, zum anderen wird 
insbesondere bei sehr kleinen cmc-Werten, wie sie bei Biotensiden häufig zu finden sind, 
bereits bei kleinsten Injektionsvolumina die cmc überschritten. Zur Ermittlung der cmc 
muss also ein Kompromiss zwischen der eingesetzten Konzentration der Stammlösung 
und der zu erzielenden Signalgröße gefunden werden. 
Zur vollständigen thermodynamischen Charakterisierung der Mizellbildung ist abgesehen 
von der experimentell bestimmten Mizellbildungsenthalpie auch die Angabe der freien 
Mizellbildungsenthalpie und der Mizellbildungsentropie für die Mizellbildung erforder-
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lich. Auf die hierfür anwendbaren thermodynamischen Modelle soll nun im Folgenden 
kurz eingegangen werden. 
 
2.2.4 Thermodynamik der Mizellbildung 
Für die thermodynamische Beschreibung der Mizellbildung werden vorrangig zwei ver-
schiedene Ansätze genutzt: ein Assoziations- und ein Phasenseparationsmodell. Bei Ers-
terem spricht man auch vom Modell der geschlossenen Assoziation (engl. mass action 
model). Hierbei wird ein Gleichgewicht zwischen Tensidmonomeren und Mizellen kon-
stanter Aggregationszahl zu Grunde gelegt. Allerdings liegen gewöhnlich Mizellen unter-
schiedlicher Aggregationszahlen vor. Folglich müssen in diesem Modell die jeweiligen 
Gleichgewichtsreaktionen und die zugehörigen Gleichgewichtskonstanten aufgestellt 
werden. Diese Erweiterung führt zum Modell der offenen Assoziation (engl. multiple 
equilibrium model), bei welchem die einzelnen Gleichgewichtsreaktionen zusammen-
gefasst werden /66/. 
Obwohl das Assoziationsmodell zu genaueren Ergebnissen führt, wird meist das praktika-
blere Phasenseparationsmodell verwendet. Die gebildeten Mizellen werden dabei als 
eigenständige Phase betrachtet und das Erreichen der cmc ist mit dem Übergang zu einem 
Zweiphasengebiet gleichzusetzen. Auch bei diesem Modell wird davon ausgegangen, 
dass sich Mizellen und Tensidmonomere miteinander im Gleichgewicht befinden. 
Dementsprechend müssen die chemischen Potentiale der Tensidmoleküle in den Mizellen 
(µmic) als auch in der wässrigen Phase (µw) gleich sein. µw kann durch die Summe der 
Standardgröße   
 
 und dem konzentrationsabhängigen Term RTln(XT) ersetzt werden 
(Gleichung 2). XT ist, bei unendlicher Verdünnung, der Molenbruch der Tensidmonomere 
in Wasser /1, 66/. 
         
               (2) 
Analog kann µmic dargestellt werden. Zu beachten ist hierbei, dass Mizellen mit unter-
schiedlicher Aggregationszahl m jeweils als eigenständige Phase zu betrachten sind. So 
ergibt sich: 




)   (
  
 
)    (3) 
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Xm ist an dieser Stelle der Molenbruch der Monomere in den Mizellen. Unter der Vor-
aussetzung, dass m einen ausreichend großen Wert besitzt und bei idealem Verhalten der 
Tensidmonomere in Wasser, kann der Überführungsterm (
  
 
)   (
  
 
)  vernachlässigt 
werden. Eine solche Vereinfachung für die thermodynamische Beschreibung der Mizell-
bildung von SDS ist möglich, da für dieses Tensid Aggregationszahlen größer 60 publi-
ziert wurden /72/. Nach der Gleichsetzung der chemischen Potentiale in den Gleichungen 
(2) und (3) und entsprechender Umstellung erhält man für XT = Xcmc die freie molare 
Standardenthalpie der Mizellbildung      
  (Gleichung 4). Xcmc ist die kritische Mizell-
bildungskonzentration, wie üblich in diesen Systemen, bezogen auf eine Wasserkon-
zentration von      = 55.5 mol l
-1
. 
        
       
     
                (4) 
Die Entropiedifferenz der Mizellbildung kann nunmehr über die GIBBS-HELMHOLTZ-
Gleichung und der experimentell ermittelten Enthalpie      
  bestimmt werden: 
        
   
      
       
  
 
     (5) 
Andere Forschergruppen weisen darüber hinaus darauf hin, dass bei ionischen Tensiden 
wie z. B. SDS die Zahl der an die Mizelle gebundenen Gegenionen (n) zu beachten ist. 
Die freie molare Standardenthalpie      
  wird somit um den Faktor  
 
 
 ergänzt zu /82, 
84/: 
        
  (   
 
 
)              (6) 
Für den Grenzfall, dass 100 % der Gegenionen an die Mizelle binden, würde dies die 
freie Standardenthalpie der Mizellbildung verdoppeln /84/. 
Strukturell betrachtet zählen Rhamnolipide und Trehalosetetraester ebenso wie SDS zu 
den anionischen Tensiden. Allerdings sind die Gegenionen der Biotenside lediglich Pro-
tonen. Diese werden zur Vereinfachung im Rahmen dieser Arbeit bei der thermodynami-
schen Charakterisierung der Mizellbildung vernachlässigt /73/. Dementsprechend soll 
auch für SDS zur besseren Vergleichbarkeit Gleichung 4 zur Auswertung herangezogen 
werden. 
30 Grundlagen und Literaturübersicht  
Sind der cmc-Wert und die thermodynamischen Größen der Mizellbildung hinreichend 
bekannt, ist die Untersuchung des Einflusses von Tensiden ober- bzw. unterhalb der cmc 
im System Bakterium – Tensid – hydrophober Schadstoff von Interesse. Auf den aktuel-
len Stand kalorimetrischer Untersuchung hinsichtlich dieses Systems soll nun im nachfol-
genden Kapitel genauer eingegangen werden.  
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2.3 Kalorimetrische Untersuchungen im System Bakterium – Tensid – Schad-
stoff 
Um die Wirkung von Tensiden für die Bioremediation abschätzen zu können, ist eine 
Vielzahl von Wechselwirkungen zu berücksichtigen (s. Kapitel 2.1.6). Zur Vereinfachung 
soll im Rahmen dieser Arbeit zunächst ausschließlich das System Bakterium – Tensid –
Schadstoff betrachtet werden. Jegliche Wechselwirkungen der beteiligten Komponenten 
u. a. mit Bodenpartikeln (Adsorption) werden an dieser Stelle vernachlässigt. Trotz dieser 
Reduzierung sind bisher kaum kalorimetrische Untersuchungen des Gesamtsystems 
Bakterium – Tensid – Schadstoff veröffentlicht worden. Die bilaterale Wechselwirkung 
von Tensiden mit Mikroorganismen wurde kalorimetrisch bisher fast ausschließlich unter 
Verwendung von Modellmembranen untersucht (s. Kapitel 2.3.1). Des Weiteren wurden 
zwar schon zahlreiche Untersuchungen zum Wachstum von Bakterien auf hydrophoben 
Schadstoffen durchgeführt (s. Kapitel 2.1.6), allerdings sind kalorimetrische Experimente 
sehr rar (s. Kapitel 2.3.2). Im Gegensatz dazu sind die Charakterisierung von Tensid-
Schadstoff-Emulsionen und der Einfluss von hydrophoben Stoffen auf die cmc ver-
gleichsweise gut untersucht (s. Kapitel 2.3.3). Einen Eindruck der zu untersuchenden 
Wechselwirkungen vermittelt Abbildung 7. 
 
 
Abbildung 7: Wechselwirkungen im System Bakterium – Tensid – Schadstoff und Möglichkeiten 
zur kalorimetrischen Erfassung 
LK Lösungskalorimetrie, ITC Isotherme Titrationskalorimetrie, DSC Dynamische Diffe-
renzkalorimetrie 
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2.3.1 Wechselwirkungen zwischen Tensiden und Modellmembranen 
Zur kalorimetrischen Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Tensiden und (Mo-
dell-)Membranen werden vorrangig zwei Techniken genutzt: die Dynamische Differenz-
kalorimetrie (DSC) und die Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) /90/. Durch DSC-
Untersuchungen werden Phasenübergangstemperaturen u. a. für Modellmembranen oder 
Membranproteine erfasst. Ein Beispiel hierfür ist der Übergang von der Gelphase zu einer 
flüssigkristallinen Phase. Durch die Zugabe von Tensiden sind eine Verschiebung der 
Schmelztemperatur und eine Verbreiterung der Signale beim Phasenübergang zu beob-
achten. Auf diese Weise ist folglich die Einlagerung von Tensiden und anderen Additiven 
in eine Membran nachweisbar. Ortiz et al. konnten derartige strukturelle Beeinträchtigun-
gen von verschiedenen Phosphatidyl-Membranen durch ein Dirhamnolipid / 91 / und 
Trehaloselipide /92, 93/ mittels DSC nachweisen. Die Ergebnisse dieser Arbeiten weisen 
auf einen direkten Einfluss der strukturellen Veränderungen der Membranen auf deren 
Funktion hin /94/. Aranda et al. brachten die DSC-Experimente zur Partitionierung von 
Dirhamnolipid in Phospholipid-Membranen mit der cmc-Bestimmung mittels ITC in Ver-
bindung. Aus den Ergebnissen wurde geschlossen, dass dieses Biotensid nur über eine 
schwache tensidische Wirkung verfügt und die Einlagerung in die Membran gegenüber 
der Mizellbildung bevorzugt /73/. Vergleichbare Resultate ergaben auch die Untersuchun-
gen der Partitionierung eines Succinoyl-Trehaloselipids in Phospholipid-Vesikeln /95/. 
Die Untersuchung der Tensid-Membran-Partitionierung kann ebenso mit Hilfe von ITC-
Messungen erfolgen. Hierbei können verschiedene experimentelle Ansätze verwendet 
werden. Eine Möglichkeit besteht darin, eine Tensidlösung, deren Konzentration deutlich 
unterhalb der cmc liegt, in der Messzelle vorzulegen und die Membranlipide über eine 
Injektionsspritze hinzuzufügen. Jede Injektion der Lipidlösung führt zur Einlagerung von 
Tensidmolekülen und die entsprechende Wärme ist detektierbar. Je mehr Lipid zugege-
ben wird, desto kleiner werden die Messsignale, da immer weniger freies Tensid für die 
Reaktion zur Verfügung steht. Die Verwendung kleiner Tensidkonzentrationen ermög-
licht es darüber hinaus lediglich die Einlagerung in die Membranen zu beobachten ohne 
diese zu zerstören /81/. Analog zu einem solchen „uptake“-Experiment, kann auch die 
Freisetzung von Tensiden aus Membranlipiden („release“) untersucht werden. Die mit 
Tensiden beladenen Membranlipide werden hierzu in Wasser oder eine Pufferlösung 
titriert. Durch Kombination dieser beiden Messmodi gelang es Keller et al. das Flip-Flop-
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Verhalten von SDS von der äußeren zur inneren Schicht eines POPC-Vesikels in Abhän-
gigkeit von der Temperatur zu charakterisieren. Die Vorteile solcher kalorimetrischer 
Messungen liegen dabei insbesondere in dem geringen experimentellen Zeitaufwand und 
in dem Verzicht auf eine kostenintensive und zeitaufwendige Probenpräparation /10/. 
Derartige Flip-Flop-Mechanismen werden üblicherweise durch Fluoreszenzmessungen 
von entsprechend markierten Substanzen nachgewiesen. Auf diese Weise untersuchte die 
Gruppe um Zaragoza dieses Verhalten eines bakteriellen Succinoyl-Trehaloselipids in 
Gegenwart von Phospholipiden /95/. 
Eine weitere Messvariante erfordert die Injektion einer Tensidlösung in eine Lipidlösung. 
Die Enthalpie für die Einlagerung kann hierbei mittels einer einzelnen Injektion ermittelt 
werden. Nachfolgende Zugaben sollten die gleichen Ergebnisse erzielen. Bei der Verwen-
dung von Tensidstammlösungen, deren Konzentrationen oberhalb der cmc liegen, können 
zudem Experimente analog zur Bestimmung der cmc (siehe Kapitel 2.2.3) durchgeführt 
werden. Zunächst erfolgt eine An- bzw. Einlagerung der Tensidmonomere an die Mem-
branen bis schließlich eine Sättigung erreicht ist. Bei weiterer Tensidzugabe ist die Auflö-
sung der Membranstruktur und die Ausbildung von Mischmizellen aus Lipid- und Ten-
sidmonomeren zu beobachten /81/. 
Durch die Verwendung von Modellmembranen kann an vergleichsweise einfachen Struk-
turen der Einfluss von Tensiden untersucht werden. So können bei DSC-Messungen die 
Signale dem jeweiligen Membranlipid eindeutig zugeordnet und die Auswirkung des 
Tensids identifiziert werden. Werden stattdessen direkt Mikroorganismen für derartige 
Experimente eingesetzt, so ist zum einen der messbare Basisstoffwechsel problematisch 
und zum anderen führt die Vielzahl von Stoffklassen und Verbindungen der gesamten 
Bakterienzelle zu Überlagerungen /96/. Dies erschwert die Zuordnung der Signale ins-
besondere zu den Reaktionspartnern auf der Bakterienzelloberfläche im Rahmen von 
DSC-Untersuchungen. Folglich ist zu dieser Thematik bisher nur eine Arbeit von der 
Gruppe um Monteiro veröffentlicht worden. In dieser wurde u. a. mit Hilfe von ITC-
Messungen die Ursache der Inhibierung der Biofilmbildung von Candida albicans CC 
durch ein Biotensid des Glycolipid-Typs untersucht. Bei den kalorimetrischen Experi-
menten wurde eine Suspension von C. albicans vorgelegt und entsprechend Biotensid 
injiziert. Die Datenauswertung und -interpretation erfolgte anhand der Isotherme nach 
WISEMAN, der die Annahme eines einzigen, identischen Bindungsstellen-Typs zugrunde 
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liegt. Die Wechselwirkungsreaktion zwischen Biotensid und C. albicans ist endotherm, 
verbunden mit einer hohen Zunahme der Entropie. Für letzteres macht die Forscher-
gruppe u. a. die Verdrängung von Wasser von der Zelloberfläche der Mikroorganismen 
verantwortlich und sieht des Weiteren darin teils die Erklärung für die anti-adhäsive Wir-
kung des Tensids /97/. 
 
2.3.2 Wachstum von Bakterien auf hydrophoben Schadstoffen 
Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts wurden kalorimetrische Untersuchungen hinsichtlich 
des Wachstums von Bakterien durchgeführt. So beschäftigte sich u. a. die Gruppe von 
Bayne-Jones mit der Beziehung zwischen der Wärmeentwicklung und den entsprechen-
den Wachstumsphasen eines Stamms von „Bacterium coli“ /98, 99/. Doch erst die Ent-
wicklung von sensitiven Kalorimetern mit der Möglichkeit, eine größere Zahl von Proben 
in kürzerer Zeit zu untersuchen, einhergehend mit einer Miniaturisierung und den glei-
chermaßen sinkenden Anschaffungskosten, führten in den letzten zwei Jahrzehnten zu 
einer Steigerung der Attraktivität der Kalorimetrie seitens der Mikrobiologen. Die Mikro-
kalorimetrie ist inzwischen eine gebräuchliche Methode zur Untersuchung von mikro-
biologischen Prozessen im Rahmen sowohl biotechnologischer als auch medizinischer 
Fragestellungen /100/. 
Die Charakterisierung des bakteriellen Wachstums auf hydrophoben Substraten stellt 
dabei eine besondere Herausforderung dar. Die schlechte Löslichkeit (bis hin zur prakti-
schen Unlöslichkeit) der Stoffe in Wasser führt zu heterogenen Bakterienkulturen. Dies 
spiegelt sich häufig in der schlechten Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wider und 
stellt besondere Ansprüche an die Probenvorbereitung und die experimentelle Durch-
führung /12/. Nachfolgend sollen nun einige Arbeiten bezüglich des mikrobiellen Schad-
stoffabbaus, beginnend mit Phenol als vergleichsweise gut wasserlöslichem Substrat hin 
zu wasserunlöslichen Substanzen wie Tetradecan oder Anthracen vorgestellt werden. 
Trotz der guten Wasserlöslichkeit von Phenol wirkt dieses dennoch auf viele Mikro-
organismen toxisch. Folglich ist der mikrobielle Phenolabbau bereits vielfältig untersucht 
worden. Kalorimetrische Experimente wurden beispielsweise von Hölzel et al. durchge-
führt. Die Arbeitsgruppe verwendete ein Flow-Kalorimeter (Typ 10700, LKB/Bromma) 
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zur Erforschung des Wachstums von P. putida auf Phenol. Dabei konnte ein linearer 
Zusammenhang zwischen der eingesetzten Phenol-Menge (0-333 mg l
-1 
bzw. 1.5 g l
-1
) 
und der detektierten Wärmeproduktion nachgewiesen werden. Des Weiteren erfolgte eine 
Überprüfung der Energiebilanz des Wachstumsprozesses und es wurde ein Ansatz zur 
kinetischen Auswertung unter Verwendung der Modelle nach HALDANE (Substrat Phenol) 
bzw. nach MICHAELIS-MENTEN (Substrat Sauerstoff) beschrieben /101/. Mit der Kinetik 
des mikrobiellen Phenolabbaus eines P. putida-Stamms setzten sich auch Lißner et al. 
auseinander. Aufgrund der inhibierenden Wirkung von Phenol bei höheren 
Konzentrationen wurde das Wachstum mit Hilfe der Kinetik nach ANDREWS charakteri-
siert. Außerdem ermöglichte die Einführung einer Absterberate die erfolgreiche Modellie-
rung der experimentellen Wachstumskurven mit sequentiellen Substratzugaben zu variab-
len Zeiten. Die Autoren definierten des Weiteren die Startwärmeleistung P0 direkt nach 
der Zugabe von Phenol als ein Maß für die mikrobielle Aktivität. Diese korrelierte mit der 
Enzymaktivität der Catechol-2,3-Dioxygenase, eines der Schlüsselenzyme für den 
Phenolabbau. Beide Methoden wiesen einen Verlust der mikrobiellen Aktivität aus, wäh-
rend die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) konstant blieb. Für die kalorime-
trischen Experimente wurde die 20-ml-Messzelle des Thermal Activity Monitors (TAM 
2277) von ThermoMetric AB (Järfälla, Schweden) eingesetzt. Die Bakterienkulturen 
konnten hierbei gerührt und über eine zusätzliche Gaseinleitung mit Sauerstoff versorgt 
werden. Zudem war die parallele Injektion zweier unterschiedlicher Substratlösungen 
möglich /102/. Im Vergleich zu dieser Arbeit konnten Critter et al. eine Korrelation 
zwischen der Wärmeproduktion von Bodenproben und der CFU /103/ bzw. der Messung 
des CO2-Gehaltes /104/ nachweisen. Als Substrate wurden hierbei u. a. Rinderdung und 
das Herbizid Trifluralin verwendet. Die Messungen wurden ebenfalls im TAM 2277 
durchgeführt. 
Fiebich und Kettrup untersuchten den mikrobiellen Abbau des schlecht wasserlöslichen 
Substrats Naphthalin unter Verwendung von Flow-Experimenten. Die Kultivierung des 
Pseudomonas sp. Stamms KR3 erfolgte in einem externen Fermenter, wobei zur Verfol-
gung des mikrobiellen Wachstums ein Teil der Kultur in regelmäßigen Abständen in die 
Durchflusszelle des TAM 2277 überführt wurde. In der Arbeit wird explizit darauf hin-
gewiesen, dass der wachstumslimitierende Schritt die Löslichkeit des Naphthalins in 
Wasser ist. Der Einsatz von kristallinem Naphthalin führte zu erhöhten Wachstumsraten 
/105/. Der Gruppe um Maskow gelang es darüber hinaus den Abbau von Naphthalin /106/ 
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und Anthracen /107/ in Spurenkonzentrationen (1 nmol bzw. ca. 5 nmol) nachzuweisen. 
Die Experimente wurden in einer 4-ml-Kalorimeterzelle des TAM 2277 durchgeführt. 
Die Proben wurden gerührt, es erfolgte aber keine zusätzliche Sauerstoffeinleitung. So-
wohl die Bakterienkulturen als auch die verwendeten polyzyklischen Aromaten wurden 
als DMSO-PBS-Lösungen eingesetzt. Aus den Messdaten wurden u. a. die molare 
Enthalpie und die Geschwindigkeitskonstante des Abbaus bestimmt. 
Der Abbau von in Wasser unlöslichen Alkanen wie Hexadecan und Tetradecan wurde im 
Rahmen der Dissertation von Winkelmann am Institut für Physikalische Chemie der TU 
Bergakademie Freiberg untersucht. Unter Verwendung einer standardisierten Probenvor-
bereitung gelang es reproduzierbare Wachstumskurven des Stamms Rhodococcus opacus 
1CP zu erhalten /12/. Dieses Bodenbakterium ist u. a. in der Lage langkettige Alkane 
(C10-C16) als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle zu verwerten. Beim Wachstum auf 
diesen hydrophoben Substraten bildet R. opacus zudem ein Biotensid (Trehalosedicory-
nomycolat) /11/. Zur Quantifizierung des produzierten Trehaloselipids ist im Nachgang 
eine aufwändige nasschemische Analyse erforderlich. Winkelmann beschreibt in seiner 
Arbeit die Möglichkeit aus den experimentell ermittelten Enthalpien beim Wachstum des 
Bakteriums auf Tetradecan bzw. Hexadecan Rückschlüsse auf die gebildete Biotensid-
menge zu ziehen. Auf diese Weise ist demnach eine „online“-Quantifizierung möglich. 
Die Durchführung von kalorimetrischen Experimenten ist für die Verfolgung des Wachs-
tums von R. opacus auf Alkanen besonders vorteilhaft, da dieses Bakterium unter den 
gegebenen Bedingungen zur Aggregatbildung neigt. Die Verwendung typischer mikro-
biologischer Methoden wie die Bestimmung der optischen Dichte ist folglich nicht sinn-
voll. Für die kalorimetrischen Messungen wurden in dieser Arbeit zum einen zwei bau-
gleiche isoperibole Lösungskalorimeter des Typs LKB 8710, zum anderen das TAM 2277 
(20-ml-Messzelle) genutzt. In beiden Kalorimetern wurden die Kulturen gerührt und mit 
Sauerstoff begast. Die Zugabe des Substrats erfolgte dabei über eine Injektionsspritze 
/108/. 
Die Kalorimetrie ist nicht nur für die Arbeit mit sehr heterogenen Bakterienkulturen gut 
geeignet, sondern auch für den Fall, dass das Substrat zu einer Trübung bzw. Schaum-
bildung führt. Dies ist beispielsweise bei der Untersuchung des mikrobiellen Tensid-
abbaus der Fall. In eigenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Ver-
folgung des bakteriellen Wachstums auf Tensiden mit Hilfe der Kalorimetrie möglich ist, 
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sondern gleichzeitig eine Aussage zum Grad des erfolgten Abbaus getroffen werden 
kann. Hierzu werden als experimentelle Größen lediglich die ermittelte Enthalpie beim 
Abbau des Tensids und die dabei gebildete Biomasse benötigt. Die Abschätzung des 
Abbaugrades erfolgt anhand einfacher thermodynamischer Berechnungen auf Basis der 
aufgestellten Reaktionsgleichung / 109 /. Das Potential der Kalorimetrie für derartige 
Untersuchungen hatten dabei bereits Beaubien et al. erkannt. Allerdings wurde bei dieser 
Arbeit der vollständige Abbau der eingesetzten n-Alkylcarboxylate vorausgesetzt und als 
Energie- und Kohlenstoffquelle dienten neben den Tensiden noch zusätzlich Bestandteile 
des verwendeten Komplexmediums /110/. 
In der Literatur sind des Weiteren kalorimetrische Arbeiten bezüglich des Einflusses von 
Tensiden zum Beispiel auf Tetrahymena pyriformis, einem tierischen Einzeller /111/, 
oder Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirkung von Natrium-n-Alkylysulfaten auf 
Chromobacterium violaceum /112/ bzw. von quaternären Ammoniumtensiden auf Sac-
charomyces cerevisiae /113/ zu finden. Im Gegensatz dazu sind keine Veröffentlichungen 
zugänglich, in denen der Einfluss von (Bio-)Tensiden auf das Wachstum von Bakterien 
auf hydrophoben Stoffen und eine gegebenenfalls positive Wirkung mit Hilfe der Kalo-
rimetrie charakterisiert wurde. 
 
2.3.3 Wechselwirkung zwischen hydrophobem Schadstoff und Tensid – Emulsions-
stabilität 
Die Wechselwirkung zwischen Tensid und Schadstoff kann zum einen anhand des Ein-
flusses des hydrophoben Stoffs auf die cmc untersucht werden, zum anderen besteht die 
Möglichkeit die Stabilität von Tensid-Schadstoff-Emulsionen zu überprüfen. Kalorime-
trisch kann die Untersuchung des Einflusses auf die cmc analog der cmc-Bestimmung mit 
Hilfe von ITC-Experimenten erfolgen. Die Ermittlung der Emulsionsstabilität ist mittels 
DSC-Messungen möglich. 
Im Kapitel 2.2.1 wurde bereits erwähnt, dass die Anwesenheit von hydrophoben Stoffen 
zu einer Verringerung der cmc führt. So zeigte Dubey in seiner Arbeit, dass die cmc von 
SDS durch Zugabe von n-Alkoholen (C7 - C10) absinkt. Die Ermittlung der cmc erfolgte 
hierbei jedoch nicht durch ITC-Messungen, sondern u. a. durch Bestimmung der spezifi-
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schen elektrischen Leitfähigkeit /71/. ITC-Experimente wurden hingegen von Liu und 
Guo durchgeführt. Die Autoren untersuchten die Wechselwirkung zwischen Casein-
Mizellen und SDS. Die Ergebnisse zeigen, dass bereits bei Konzentrationen deutlich 
unterhalb der cmc von SDS eine Aggregation zu Casein-SDS-Mischmizellen erfolgt 
/114/. Ein Beispiel für den Einfluss des vergleichsweise hydrophilen Propan-1,2-diols auf 
die cmc und die Thermodynamik der Mizellbildung des Poloxamers 407 dokumentiert die 
Arbeit von Bouchemal et al. Poloxamere sind Blockcopolymere, die aus Ethylen- und 
Propylenoxiden aufgebaut sind. Sie finden Anwendung als nichtionische Tenside u. a. in 
Arzneimitteln. Die Wechselwirkung mit wässrigen Propan-1,2-diol-Lösungen (bis zu 
3.7 % w/v) führte zur Absenkung sowohl der cmc als auch der (endothermen) Mizellbil-
dungsenthalpie um ca. 30 % bzw. ca. 20 % /115/. 
Eine andere Möglichkeit, die Wechselwirkung zwischen Tensiden und hydrophoben Sub-
stanzen zu charakterisieren, ist die Untersuchung von Kohlenwasserstoff-in-Wasser-
(O/W)-Emulsionen, welche mittels Tensiden stabilisiert werden sollen. Gewöhnlich wird 
die Emulsionsstabilität mit Methoden geprüft, die auf der Ermittlung der Tropfengrößen-
verteilung basieren, zum Beispiel mittels Lichtstreuung oder optischer Mikroskopie. 
Diese Techniken sind allerdings nicht bei lichtundurchlässigen bzw. konzentrierten Emul-
sionen anwendbar /116/. Aus diesem Grund werden bei der Untersuchung von Wasser-in-
Öl-(W/O)-Emulsionen sehr häufig sogenannte „bottle tests“ eingesetzt /117/. Hierbei wird 
die Phasentrennung in graduierten Teströhrchen verfolgt, indem das Verhältnis der reinen 
Phase zur Emulsion abgelesen wird. Diese Methode führt schnell zu ersten Ergebnissen, 
hat aber einen eher empirischen Charakter. 
Dalmazzone et al. schlagen den Einsatz von DSC-Messungen vor. Die Autoren beschrei-
ben detailliert den Informationsgehalt entsprechender Experimente. So ist es möglich 
Aussagen zum Emulsionstyp (einfache Emulsion W/O bzw. O/W oder komplexe Emul-
sion W/O/W bzw. O/W/O), zur Wassermenge und dessen Zustand (gebunden, dispergiert 
oder als bulk-Phase), zur Zusammensetzung der dispergierten bzw. der bulk-Phase sowie 
zur Entwicklung der Tropfengröße zu treffen. Für Details soll an dieser Stelle auf die 
Veröffentlichung von Dalmazzone et al. /116/ verwiesen werden. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit ist in erster Linie die Verfolgung der Tropfengröße als Maß für die 
Emulsionsstabilität von Interesse. 
 Grundlagen und Literaturübersicht 39 
Das zugrunde liegende Prinzip soll am Beispiel einer Hexadecan-in-Wasser-Emulsion 
erläutert werden. Für die DSC-Experimente werden ca. 10-20 mg Probe verwendet und 
deren Kristallisations- bzw. Schmelzverhalten betrachtet. Die Schmelztemperatur (Tm) 
von reinem Hexadecan als bulk-Phase beträgt dabei 18 °C, während die Kristallisation 
(Tc) bereits bei 16 °C eintritt. Folglich kann eine Unterkühlung von 2 K beobachtet wer-




Abbildung 8: Thermogramm von reinem Hexadecan als bulk-Phase 
oben Aufheizkurve (Tm = 18 °C), unten Abkühlungskurve (Tc = 16 °C), nach /118/ 
 
Analoge Experimente mit in Wasser emulgiertem Hexadecan führen zu einer Reduzie-
rung der Kristallisationstemperatur (Tc ~ -2-0 °C). Die Schmelztemperatur wird hingegen 
kaum beeinflusst. Die Unterkühlung des emulgierten Hexadecans beträgt hier ca. 15 K. 
Ein typisches Thermogramm einer Hexadecan-Emulsion (20 %), stabilisiert durch Tween 
20 (4 %), ist in Abbildung 9A gegeben /119/. Da die Destabilisierung einer Emulsion mit 
der Zunahme der Tropfengröße der emulgierten Phase korreliert, ist es nun möglich 
anhand der Kristallisationstemperatur bzw. deren Veränderung eine Aussage zur Stabilität 
der Emulsion zu treffen. Die Kenntnis von Absolutwerten ist hierbei allerdings nicht 
zwingend, da die Methodik vorrangig auf dem Vergleich der einzelnen Thermogramme 
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basiert /116/. Enthält die Probe beispielsweise sowohl emulgiertes Hexadecan als auch 
eine entsprechende bulk-Phase des Alkans, so ist dies im Thermogramm deutlich 
erkennbar (2 Peaks, s. Abbildung 9B /119/). Anhand der Signalflächen ist außerdem die 
Ermittlung der jeweiligen Mengen möglich /116/. 
 
 
Abbildung 9: Typische Thermogramme von n-Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen 
A) Emulsion (20 %), oben Aufheizkurve, unten Abkühlungskurve, 
B) Abkühlungskurven von (1) Emulsion, (2) Mischung aus Emulsion und bulk-Phase n-Hexadecan,  
(3) bulk-Phase n-Hexadecan; Minimum im Thermogramm kennzeichnet exothermes Signal /119/ 
 
Neben der Tropfengröße, die den größten Einfluss auf die Kristallisationstemperatur der 
emulgierten Phase hat, spielen auch der Typ des Emulgators und zum Beispiel die Heiz-
rate des kalorimetrischen Experiments eine Rolle. Tenside, welche über ähnliche Alkan-
ketten wie der emulgierte Kohlenwasserstoff verfügen, setzen die Kristallisationstempera-
tur weniger herab als strukturell fremde Moleküle. So beträgt Tc für Hexadecan-Emulsio-
nen, die mittels Tween 20 (-C11H23) bzw. 80 (-C17H33) sowie SDS (-C12H25-) stabilisiert 
werden ca. -2 °C, während bei der Verwendung von Tween 40 (-C15H31) bzw. 60 
(-C17H35) das emulgierte Hexadecan (C16H34) bereits bei +1 °C kristallisiert. Der Tempe-
raturunterschied bei Tween 60 bzw. 80, deren hydrophobe Kette sich aus der gleichen 
Anzahl von C-Atomen zusammensetzt, wird in diesem Fall durch die Doppelbindung in 
der Kettenstruktur von Tween 80 verursacht /120/. Bei der Verwendung des gleichen 
Emulgators führt des Weiteren die Variation der Heizrate zu unterschiedlichen Ergeb-
nissen. Höhere Heizraten führen hierbei zu tieferen Kristallisationstemperaturen /121/. 
A) B) 
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Folglich sollten die experimentellen Bedingungen für eine Messreihe konstant gehalten 
werden. 
In der Literatur werden meist sehr hoch konzentrierte Emulsionen untersucht. Einige Bei-
spiele sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die Untersuchungen für die vorliegende Arbeit 
sollen allerdings auf geringe Konzentrationen sowohl bezüglich des emulgierten Schad-
stoffs als auch hinsichtlich der zur Stabilisation eingesetzten Tensidkonzentrationen be-
schränkt werden. Dies spiegelt die Verhältnisse in den bakteriellen Kulturen realistischer 
wider. 
 
Tabelle 3:  Untersuchungen zur Emulsionsstabilität von n-Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen mit-
















-20 - 25 2 bzw. 5  




-10 - 40 1.5 bzw. 5  
16 // -2 
/119/ 
20 1.0 
(Tween 40 & 60) 
(Tween 80 / 
SDS) 
-10 - 25 5  
20 // 1 





-50 - 40 5  
15 // -1 




-13 - 47 10  
20 // -4 
/122/ 
*untersuchte Emulsion enthielt 50 % Glycerin, Tm Schmelztemperatur, Tc Kristallisationstemperatur 
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2.4 Methoden zur Charakterisierung der Zelloberfläche 
Aus der Literatur sind zahlreiche Methoden zur Charakterisierung von Materialober-
flächen bekannt, welche auch auf bakterielle Zelloberflächen übertragen werden können. 
In diesem Zusammenhang sind beispielsweise die Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic 
force microscopy, AFM) oder die Transmissionselektronenmikroskopie (engl. transmis-
sion electron microscopy, TEM) zu nennen /123/. Instrumentell weit weniger aufwendig 
sind unter anderem der MATH (microbial) bzw. BATH-Test (bacterial adhesion to 
hydrocarbons) /124/ und Kontaktwinkelmessungen /125/. Ebenso können XPS-Analysen 
und Zeta-Potential-Messungen zur Charakterisierung herangezogen werden. Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit soll der Schwerpunkt dabei insbesondere auf den beiden zuletzt 
genannten Methoden liegen. 
 
2.4.1 XPS – Ein Blick auf die bakterielle Zelloberfläche 
Die Röntgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy, 
XPS) stellt eine weitverbreitete Analysentechnik zur Charakterisierung und Untersuchung 
von Oberflächen im Bereich der Materialwissenschaften dar. Die Verwendung für biolo-
gische Proben ist hingegen kaum bekannt /126/. Im Rahmen der Erforschung von Bioad-
häsion und Biofilmen wurden mittels XPS folgende Aspekte untersucht: die Material-
oberflächen in ihrem ursprünglichen Zustand bzw. nach physikochemischer Modifizie-
rung sowie die Oberflächen nach der Adhäsion von Mikroorganismen /127/. Des Weite-
ren kann der Aufbau der mikrobiellen Zelloberfläche und der Einfluss von Kultivie-
rungsbedingungen, Nährstoffquellen und dem physiologischen Zustand der Mikroor-
ganismen auf die Zusammensetzung untersucht werden /128/. Hierbei werden die Ergeb-
nisse einerseits zur Reduzierung von Biofouling-Vorgängen, andererseits für Ansätze zur 
Förderung von biologischen Sanierungsmaßnahmen benötigt /129/. Die genannten Bei-
spiele vermitteln bereits einen Eindruck, welches Potential XPS-Analysen für biologische 
Systeme aufweisen. Im Folgenden soll daher sowohl auf das Messprinzip, den Informa-
tionsgehalt der Spektren mikrobieller Proben, als auch auf Probleme bei der Probenvor-
bereitung näher eingegangen werden. 
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2.4.1.1 Prinzip der XPS 
Das Messprinzip von XPS-Analysen basiert auf dem äußeren Photoeffekt. Dabei werden 
mittels Röntgenstrahlen Photoelektronen aus den Proben herausgelöst. Aus der kineti-
schen Energie (Ekin) dieser Elektronen kann anschließend deren Bindungsenergie (EB) 
berechnet werden:  
                  (7) 
In dieser Grundgleichung der XPS sind    die Energie der eingestrahlten Röntgen-
photonen und   die Austrittsarbeit. Jedes Signal, das auf diese Weise erhalten wird, 
repräsentiert ein bestimmtes Energieniveau eines Elementes. Die Zuordnung der jewei-
ligen Peaks erfolgt anhand der gemessenen Bindungsenergie. Demnach bezeichnet z. B. 
C1s die Elektronen aus dem 1s-Orbital eines Kohlenstoffatoms, usw. Die Analysentiefe 
beträgt etwa 2-5 nm. Im Vergleich zu klassischen (bio-)chemischen Analysen, mit denen 
die gesamte Zellwand bzw. die gesamte Bakterienzelle untersucht werden, spiegeln XPS-
Analysen daher die direkte Zusammensetzung der äußersten Zellschicht wider. Darin ist 
wiederum die Relevanz des Messverfahrens für das Verständnis von mikrobiellen Grenz-
flächenphänomenen (Adhäsion, Aggregation, u. a.) begründet /127/. Die Signalflächen 
sind proportional zum Anteil des Elementes in der Probe. Der Absolutwert ist hierbei 
allerdings nicht nur von der Konzentration des jeweiligen Elementes abhängig, sondern 
u. a. auch von gerätespezifischen Parametern (Röntgenintensität, Analysatorempfind-
lichkeit, Spektrometergeometrie). Es werden gewöhnlich atomare Konzentrationsverhält-
nisse NA/NB eines Elementes A zum Element B ermittelt. Zudem müssen sogenannte 
Sensitivitätsfaktoren berücksichtigt werden, da die Wahrscheinlichkeit für die Emission 
eines Photoelektrons energieabhängig, elementspezifisch und orbitalabhängig ist. 
Bei der Analyse von nicht elektrisch leitenden Proben, wie beispielsweise von Bakterien, 
führt die Emission der Photoelektronen kontinuierlich zur Aufladung der Probenober-
fläche. Dadurch wird die Emission nachfolgender Elektronen erschwert, wodurch die Sig-
nale scheinbar zu höheren Bindungsenergien verschoben werden. Dies kann messtech-
nisch durch eine Ladungskompensation ausgeglichen werden. Tatsächlich erfolgt experi-
mentell meist eine Überkompensation, welche im Anschluss rechnerisch durch die Fixie-
rung des Kohlenstoffsignals als Referenzwert korrigiert werden muss. Bei biologischen 
Proben wird hierfür üblicherweise der (C-(C,H)) - Peak verwendet, welcher durch Zer-
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legung des C1s Signals (s.u.) erhalten und bei einem Wert von 284.8 eV fixiert wird 
/130/. 
Die relative Lage der Signale wird von der chemischen Umgebung des Elementes be-
stimmt. Somit können weiterführende Informationen zu den funktionellen Gruppen auf 
der Oberfläche der Probe durch die Auftrennung der Peaks mittels least-square-curve-
fitting-Methoden erhalten werden. Das C1s-Signal kann entsprechend in die folgenden 
Bestandteile zerlegt werden /130/: 
(1) Kohlenstoffatome, die nur an Kohlenstoff und Wasserstoff (C-(C,H)) gebunden 
sind. Diese werden im Weiteren als Kohlenwasserstoffanaloga bezeichnet; das 
entsprechende Signal dient als Referenzwert (s.o.) und ist fixiert bei 284.8 eV. 
(2) Kohlenstoffatome, die eine Einfachbindung zu Sauerstoff oder Stickstoff 
(C-(O,N)) aufweisen, z. B. Alkohole, Ether, Amine und Amide, werden bei ca. 
286 eV detektiert. 
(3) Kohlenstoffatome, die zwei Bindungen zu Sauerstoff besitzen, entweder in Form 
zweier Einfachbindungen oder als Doppelbindung, z. B. Hemiacetale, Acetale, 
Amide, Carboxylate und Carbonyle, vereinfacht dargestellt als (C=O), bei etwa 
288 eV. 
(4) Ein Signal bzw. eine Schulter nahe 289 eV, welches Carboxylaten (O=C-OH) 
zugeordnet werden kann. 
Das O1s Signal kann in zwei Komponenten geteilt werden: 
(1) Bei ca. 531 eV sind Sauerstoffatome zu detektieren, welche eine Doppelbindung 
zu Kohlenstoff aufweisen (O=C), z. B. Carbonsäuren, Carboxylate, Ester, Carbo-
nyle und Amide. 
(2) Sauerstoffatome in Alkoholen (C-OH), Hemiacetalen und Acetalen (C-O-C-O-C), 
einschließlich der Hydroxygruppe von Carbonsäuren, sind bei etwa 533 eV zu fin-
den. 
Das Ergebnis einer typischen Peakzerlegung des C1s- und O1s-Signals ist in Abbildung 
10 dargestellt /131/. Das Hauptsignal für Stickstoff kann darüber hinaus bei ca. 400 eV 
detektiert werden. Dies ist charakteristisch für Amine und Amide. Ein weiteres Signal ist 
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2.4.1.2 Anwendung auf mikrobielle Systeme (Bakterien) 
In einem ersten Teil soll zunächst der Weg von den XPS-Signalen zur Ermittlung der 
Zusammensetzung der mikrobiellen Zelloberfläche anhand von Modellverbindungen ge-
zeigt und deren Aussagekraft mit Literaturdaten gestützt werden. Im Weiteren wird kurz 
auf die Problematik der Probenvorbereitung eingegangen. 
 
Von der elementaren XPS-Analyse zur molekularen Zusammensetzung 
Mit der im Kapitel 2.4.1.1 beschriebenen Variante der Peakzerlegung ist es möglich, eine 
Aussage über die funktionellen Gruppen auf der Bakterienoberfläche zu treffen. Für die 
Charakterisierung der Zelloberflächen ist darüber hinaus die molekulare Zusammen-
setzung von Interesse. Dazu ist die Verwendung modellhafter Verbindungen erforderlich, 
welche die Hauptbestandteile der Oberfläche repräsentieren. Ein einfaches Modell 
betrachtet hierbei lediglich Proteine (Pr), Polysaccharide (PS) und kohlenwasserstoff-
Abbildung 10: 
Typische C1s- (rechts) und O1s- (links) Signale 
von A. brasilense in unterschiedlichen Wachs-
tumsphasen, inkl. Peakzerlegung /131/ 
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analoge Verbindungen (KW). Die chemische Zusammensetzung dieser Substanzen ist in 
Tabelle 4 aufgelistet /130/. 
 
Tabelle 4:  Zusammensetzung der Modellsubstanzen für die Abschätzung des molekularen Aufbaus 
der mikrobiellen Zelloberfläche /130/ 
 
Modellverbindung 
Konzentrationsverhältnis Atom/Atom Kohlenstoff- 
konzentration  
in mmol g



















Aus den gegebenen Daten und den experimentell bestimmten atomaren Konzentrations-
verhältnissen (O/C)exp und (N/C)exp ist es nun möglich die Kohlenstoffkonzentration für 
die einzelnen Modellverbindungen zu berechnen. CPr, CPS, CKW und Ct stehen dabei für 
die atomare Kohlenstoffkonzentration von Proteinen, Polysacchariden, Kohlenwasser-
stoffanaloga bzw. von allen Verbindungen (total). Die Berechnung erfolgt auf Basis der 
folgenden Gleichungen /130/: 
     ⁄                   ⁄                ⁄     (8) 
     ⁄                   ⁄       (9) 
           ⁄          ⁄          ⁄      (10) 
Mit Hilfe dieses Gleichungssystems ist die Berechnung des Kohlenstoffanteils der ent-
sprechenden Bestandteile (Ci/Ct) möglich. Die Division dieser durch die Kohlenstoff-
konzentration der zugehörigen Modellverbindung (s. Tabelle 4) ergibt das Massever-
hältnis des Stoffs i zur Gesamtmasse des Kohlenstoffs in der Probe. Der Masseanteil des 
Stoffs i wird schließlich durch Division der Summe der Masseanteile aller Modell-
substanzen j erhalten. 
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Neben Sauerstoff und Stickstoff als Elemente auf der Bakterienoberfläche ist bei Pseudo-
monas spp. auch ein Phosphorsignal messbar /132, 133/. Phosphor ist u. a. Bestandteil 
von Teichonsäuren bzw. von Phospholipiden /134/. Teichonsäuren sind allerdings nur bei 
Gram-positiven Bakterien als typische Zellwandbausteine zu finden und können durch 
eine entsprechende Erweiterung der Gleichungen 8-10 ggf. berücksichtigt werden /128/. 
Auf Basis des oben genannten Gleichungssystems ist es beispielsweise möglich, die Ver-
änderung der Oberflächenzusammensetzung in unterschiedlichen Wachstumsphasen dar-
zustellen. Dufrêne und Rouxhet beobachteten auf diese Weise eine Zunahme des Protein-
gehaltes (30 % exponentielle; 50 % stationäre Phase), einhergehend mit der Abnahme des 
Polysaccharidanteils (von 60 % auf 35 %) in den entsprechenden Wachstumsphasen von 
Azospirillum brasilense. Parallel zu diesen Experimenten wurden der Kontaktwinkel und 
die Haftfähigkeit der Bakterienzellen auf Glas und Polystyrol untersucht. Dabei konnte 
eine Zunahme der Hydrophobizität (Anstieg des Wasserkontaktwinkels von 20° auf 60°) 
und eine Verbesserung des Adhäsionsvermögens erfasst werden. Unter Berücksichtigung 
der XPS-Daten stellten die Autoren heraus, dass sowohl die Proteine auf der Zellober-
fläche als auch die Hydrophobizität dieses Bakterienstamms eine wichtige Rolle bei der 
Anheftung auf Oberflächen spielen /131/. Sokolovská et al. konnten des Weiteren die 
Veränderung der Zusammensetzung der Zelloberfläche von Rhodococcus erythropolis E1 
in Abhängigkeit des Wachstumssubstrats nachweisen. Die XPS-Analysen ergaben einen 
höheren Gehalt an kohlenwasserstoffanalogen Verbindungen und eine geringere Poly-
saccharidkonzentration beim Wachstum von R. erythropolis auf Pristan im Vergleich zum 
Wachstum auf Acetat. Dies hatte insbesondere Auswirkung auf die relative Permeabilität 
der Zellwand der Bakterien für hydrophobe Moleküle, welche nach Wachstum auf hydro-
phoben Stoffen, wie z. B: n-Decan, zunahm /55/. 
Aufgrund der notwendigen Probenvorbereitungen (s.u.) und der Vermessung der bakte-
riellen Proben im Ultrahochvakuum (UHV) wird von manchen Forschergruppen die Rele-
vanz der Ergebnisse aus den XPS-Messungen in Frage gestellt /135, 136/. Zentraler 
Kritikpunkt ist hierbei der dehydratisierte Zustand der Zellen und die Fragestellung, in-
wiefern dies die tatsächlichen physiologischen Eigenschaften von Bakterien repräsentiert. 
Daher sind in der Literatur häufig Arbeiten zu finden, welche Korrelationen der XPS-
Daten mit Ergebnissen anerkannter Messtechniken beschreiben. Für das Verständnis von 
bakteriellen Oberflächenphänomenen, wie Adhäsion und Aggregation, ist u. a. die Hydro-
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phobizität der Bakterien von Bedeutung. Zur experimentellen Bestimmung kommen 
hierzu der MATH-(microbial) bzw. BATH-Test (bacterial adhesion to hydrocarbons), 
Kontaktwinkel- und Zeta-Potential-Messungen in Frage. 
Der MATH-Test ist aufgrund seiner Einfachheit weit verbreitet. Dennoch sind in der 
Literatur selten Korrelationen zwischen Ergebnissen dieser Methode und XPS-Daten zu 
finden. Van der Mei et al. weisen darauf hin, dass vor allem der unterschiedliche Ur-
sprung der Hydrophobizität berücksichtigt werden muss. Bei XPS-Untersuchungen wird 
aus der elementaren bzw. molekularen Zusammensetzung der Bakterienzelloberfläche auf 
deren Hydrophobizität geschlossen, während der MATH-Test stark von elektrostatischen 
Wechselwirkungen beeinflusst wird /128/. Außerdem betont Rosenberg in seinem Mini-
review wiederholt, dass nicht nur die Kontrolle der Intaktheit der Bakterien mittels Mi-
kroskop von großer Wichtigkeit ist, sondern auch, ob sich die Zellen tatsächlich an der 
Öl-Wasser-Grenzfläche befinden. Einige Gattungen wie beispielsweise Mycobakterien 
dringen aufgrund ihres hydrophoben Charakters vollständig in die Öl-Phase ein und ver-
fälschen somit das Ergebnis /124/. 
Im Gegensatz dazu sind Korrelationen zwischen Kontaktwinkel- bzw. Zeta-Potential-
Messungen und XPS-Daten sehr häufig anzutreffen. In der Arbeit von Hamadi et al. 
wurde einerseits die Zunahme des Kontaktwinkels (von ca. 15° auf etwa 35°) und ander-
erseits die Erhöhung des Anteils der (C-(C,H))-Funktion beobachtet. Auf diese Weise 
gelang es eine direkte Verknüpfung zwischen der Hydrophobizität und kohlenwasser-
stoffähnlichen Verbindungen auf der Zelloberfläche eines Escherichia coli-Stamms 
nachzuweisen /125/. Den hydrophilen Charakter von Milchsäurebakterien belegten Boo-
naert und Rouxhet mit Kontaktwinkelmessungen (Wasser, < 30°). Die Ergebnisse waren 
hierbei im Einklang mit geringen Kohlenwasserstoffkonzentrationen und einem hohen 
Anteil an Sauerstoff, welche den XPS-Experimenten entnommen werden konnten /134/. 
Am eindrucksvollsten unterstützen allerdings Zeta-Potential-Messungen (s. auch Kapitel 
2.4.2.2) die Relevanz der Ergebnisse von XPS-Analysen. Diese können unter vollständig 
physiologischen Bedingungen durchgeführt werden. Die erhaltenen Messdaten beschrän-
ken sich dabei auf die äußere Zelloberfläche und sind somit vergleichbar mit XPS-Experi-
menten /128/.  
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Probenvorbereitung 
Trotz der angesprochenen Problematik der Probenvorbereitung und der Messbedingun-
gen, macht die vorstehende Literatur deutlich, dass mittels XPS-Experimenten aussage-
kräftige und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden können. Der Einfluss der Proben-
vorbereitung und der Messung im UHV sollte bei der Interpretation der Daten jedoch 
immer berücksichtigt werden und soll an dieser Stelle kurz diskutiert werden. Aufgrund 
der erforderlichen Probenmengen für eine XPS-Analyse ist die Kultivierung der Bakte-
rien in Flüssigmedien sinnvoll. Wie den oben zitierten Arbeiten schon zu entnehmen ist, 
hat dabei das Alter der Kultur einen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der 
Zelloberfläche /131, 132/. Dufrêne und Rouxhet weisen jedoch zusätzlich auf den Ein-
fluss des Kulturmediums hin. Während sich die Zelloberfläche von Azospirillum bra-
silense im Verlauf des Wachstums im Komplexmedium verändert, ist ein solcher Zusam-
menhang beim Wachstum in synthetischen Medien nicht zu beobachten /137/. Die For-
schergruppe um Herben konnte darüber hinaus einen Einfluss des verwendeten Kultur-
kolbens auf das Ergebnis der XPS-Analyse nachweisen. Dabei wurde beobachtet, dass die 
N/C, O/C und P/C Verhältnisse während des Wachstums von Bacillus licheniformis DSM 
603 in Kulturkolben ohne Schikanen abnahmen. Bei der Kultivierung in Schikanenkolben 
sank hingegen nur das P/C Verhältnis, die O/C und N/C Gehalte stiegen an /138/. Dies 
spiegelt die bessere Sauerstoffversorgung in Gegenwart von Schikanen wider. 
Nach erfolgreicher Kultivierung der Bakterien erfolgt die Ernte der Kultur. Dies wird 
gewöhnlich durch Zentrifugierung erreicht. Marshall et al. diskutieren dies hinsichtlich 
der möglichen Zerstörung mikrobieller Zellwandstrukturen /135/. Van der Mei et al. 
stellen im Gegensatz dazu das Zentrifugieren und die Durchführung von Waschschritten 
zur Entfernung von Restbestandteilen des Kulturmediums im Rahmen von Experimenten 
mit Bakterien als Standardmethode deutlich heraus /128/. Ebenso wird in dieser Arbeit 
ein einmaliger Waschschritt mit destilliertem Wasser als ausreichend dargestellt. Bei der 
Durchführung der abschließenden Gefriertrocknung sollte insbesondere darauf geachtet 
werden, dass die Proben nicht unkontrolliert schmelzen und ggf. erneut gefrieren. Auf 
diese Weise besteht die Möglichkeit, dass intrazelluläre Stoffe ausströmen und die XPS-
Analyse verfälschen. Des Weiteren sollten Proben, die nicht zeitnah analysiert werden 
können, bevorzugt bei -80 °C aufbewahrt werden. Die Gefriertrocknung sollte erst kurz 
vor der tatsächlichen Messung erfolgen /130/. Die Vermessung der Probe kann anschlie-
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ßend direkt als Pulver /139/ oder gepresst in Form einer Tablette erfolgen. Trotz der um-
fangreichen Probenvorbereitung ist und bleibt allerdings die inhärente biologische Varia-
tion die Hauptursache der Unterschiede bei der Analyse der Zusammensetzung der bakte-
riellen Zelloberfläche mittels XPS /128/. 
 
2.4.2 Elektrostatische Wechselwirkungen – Das Zeta-Potential 
Wie im Kapitel 2.1.5 bereits erläutert wurde, ist für die Erhöhung der Bioverfügbarkeit 
von hydrophoben Schadstoffen die Veränderung der Hydrophobizität bzw. der Hydro-
philie der bakteriellen Zelloberfläche bzw. des Schadstoffs erforderlich. Allerdings stellt 
die Anhaftung von Bakterien an hydrophoben Substanzen oder Oberflächen ein komple-
xes Zusammenspiel von Hydrophobizität, VAN-DER-WAALS-Kräften und elektrostatischen 
Wechselwirkungen dar /140/. Letztere werden hierbei durch das Zeta-Potential bestimmt. 
Im folgenden Kapitel soll daher näher auf den Ursprung des Zeta-Potentials und Möglich-
keiten zur experimentellen Bestimmung eingegangen werden. Abschließend wird die 
aktuelle Literatur zur Anwendung in mikrobiologischen Systemen diskutiert. 
 
2.4.2.1 Prinzip der Zeta-Potential-Messung 
In wässrigen Medien besitzen nahezu alle Teilchen eine Oberflächenladung. Bei einem 
Teilchen mit negativer Oberflächenladung (s. Abbildung 11 /141/) ordnen sich darum ent-
sprechend positive Ladungsträger an. Es erfolgt die Ausbildung einer elektrochemischen 
Doppelschicht. Nach dem STERN-Modell, eine Kombination der Ansätze von HELM-
HOLTZ und GOUY-CHAPMAN, wird die Doppelschicht in eine starre HELMHOLTZ-Schicht 
(auch STERN-Schicht genannt) und die diffuse Doppelschicht unterteilt. Als Zeta-Poten-
tial ζ wird die Potentialdifferenz an der effektiven Scherebene zwischen beweglichem 
und unbeweglichem Teil der Doppelschicht bezeichnet /66/. 
Das Zeta-Potential spielt eine wesentliche Rolle bei interpartikulären Wechselwirkungen 
und stellt ebenso ein Maß für die Stabilität von Emulsionen bzw. Suspensionen dar. 
Dabei gilt, je höher der Betrag des Zeta-Potentials, desto stabiler verbleiben die Teilchen 
fein verteilt im Medium und desto unwahrscheinlicher ist eine Aggregation. Folglich fin-
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den Zeta-Potentialmessungen bei der Konzipierung neuer Formulierungen in Medizin und 
Kosmetik Anwendung. Ziel kann hierbei sowohl die Herstellung von sehr stabilen Emul-
sionen durch Einsatz entsprechender Stabilisatoren, aber auch die Erarbeitung von Mög-
lichkeiten zum gezielten Brechen von Emulsionen sein. 
 
 
Abbildung 11: Darstellung des Potentialverlaufs einer elektrochemischen Doppelschicht 
Δφstarr Potentialdifferenz an der starren HELMHOLTZ-Schicht, Δφdiffus Potentialdifferenz an effektiver Scher-
ebene zwischen beweglichem und unbeweglichem Teil der Doppelschicht = Zeta-Potential ζ; Schema nach 
Holoubek /141/ 
 
Zur experimentellen Bestimmung des Zeta-Potentials können elektrokinetische und elek-
troakustische Verfahren eingesetzt werden. Zu den elektrokinetischen Methoden zählen 
die Elektrophorese, die Elektroosmose und das Sedimentations- bzw. Strömungspotential 
/142/. Als elektroakustische Messprinzipien können die Bestimmung des kolloidalen 
Vibrationsstroms bzw. -potentials (engl. colloid vibration current (CVI) / potential 
(CVP)) oder die elektroakustische Schallamplitude (engl. electroacoustic sonic ampli-
tude, ESA) eingesetzt werden /143/. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine 
ESA-Sonde zur Ermittlung des Zeta-Potentials verwendet. Dieses kann nicht direkt ge-
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messen werden. Die Berechnung beruht daher auf der Messung der elektrophoretischen 
Beweglichkeit, welche proportional zum Zeta-Potential ist. Die theoretischen Grundlagen 
sind in der Veröffentlichung von O’Brien zusammengestellt /144/. 
 
2.4.2.2 Anwendung auf Bakteriensuspensionen 
Wie bereits erwähnt, beeinflussen elektrostatische Wechselwirkungen die Adhäsion von 
Bakterien an Oberflächen oder hydrophoben Stoffen. Auch in bakteriellen Systemen kann 
die Erfassung dieser Größe mittels Zeta-Potentialmessungen realisiert werden. Besonders 
hervorzuheben ist hierbei vor allem, dass derartige Messungen unter physiologischen Be-
dingungen, z. B. in Phosphatpuffer, durchgeführt werden können /128/. Zur Oberflächen-
ladung von Bakterien tragen u. a. funktionelle Gruppen wie Carboxylate, Phosphate und 
Aminofunktionen bei. Die zuerst genannten sind bei Gram-positiven Bakterien insbeson-
dere in Form von Teichonsäuren im Peptidoglycan, bei Gram-negativen Bakterien als 
Lipopolysaccharide vertreten /145/. 
Die Abhängigkeit des Zeta-Potentials und somit der Oberflächenladung von Bakterien 
von der Zusammensetzung der Zellhülle spiegelt auch die Arbeit von de Carvalho et al. 
wider. Die Forschergruppe konnte nachweisen, dass mit zunehmender Kettenlänge des 
Wachstumssubstrats (C5 bis C16 n-Alkane) das Zeta-Potential von R. erythropolis Zellen 
abnahm. Die Werte variierten hierbei zwischen -35.8 mV (Heptan) und +4.7 mV (Hexa-
decan). Gleichermaßen stieg auch die Hydrophobizität der Bakterienzellen an /140/. An-
dererseits können Bakterien die Oberflächenladung z. B. von Mineralen beeinflussen. 
Botero et al. untersuchten die Wirkung von R. opacus auf das Zeta-Potential von Calcit 
und Magnesit. Nach dem Kontakt der Bakterienzellen mit dem Mineral, sank das Zeta-
Potential von ca. +18 auf +10 mV ab /146/. Eine weitere Möglichkeit die Oberflächen-
ladung von Bakterien zu beeinflussen ist die Zugabe von Metallionen /147/ oder Bioten-
siden /148/. In beiden Fällen wurde eine Verschiebung des Zeta-Potentials zu positiveren 
Werten beobachtet. Auch der Einsatz von kationischen Tensiden kann zu einer Abnahme 
des Betrags der Oberflächenladung führen /149/. In den zitierten Arbeiten führte die 
Veränderung des Zeta-Potentials zu einer Erhöhung der Hydrophobizität und ermöglichte 
eine bessere Anhaftung der Bakterienzellen. Bruinsma et al. konnten hingegen keine Ver-
änderung der Oberfläche von P. aeruginosa nach einer Ultraschallbehandlung feststellen 
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/132/. Die Bestimmung des Zeta-Potentials kann folglich ebenso zur Kontrolle einer ge-
wissen Unversehrtheit von bakteriellen Zellen dienen. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Eingesetzte Kalorimeter 
Für die Untersuchung der Wechselwirkungen im System Bakterium – Tensid – Schad-
stoff wurden vorrangig kalorimetrische Messungen durchgeführt. Hierzu wurden ein 
Thermal Activity Monitor 2277, kurz TAM, und eine Micro-DSC II (MDSC) verwendet. 
 
3.1.1 Thermal Activity Monitor 2277 (TAM) 
Der Thermal Activity Monitor 2277 ist ein Wärmeflusskalorimeter der Firma 
ThermoMetric AB (Schweden, jetzt TA-Instruments, New Jersey, USA). Für die Mes-
sungen stehen zwei Titrationseinsätze des ThermoMetric 2250-series Micro Reaction 
Systems mit unterschiedlichen Volumina zur Verfügung. Beide Einsätze sind als Zwil-
lingssysteme konzipiert. Proben- und Referenzzelle werden entsprechend mit dem 
gleichen Volumen Lösung gefüllt. Für die Referenzzelle wird ausschließlich destilliertes 
Wasser verwendet. Alle Messungen wurden bei 25 °C durchgeführt. 
Die Ermittlung der cmc und die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Tensid und 
autoklavierten Bakterien erfolgten mit der 2-ml-Titrationseinheit. Die Messzelle wurde je 
nach Experiment mit 1.5 ml destilliertem Wasser, 0.5fach Phosphatpuffer bzw. Bakte-
riensuspension gefüllt. Die Zugabe des entsprechenden (Bio-)Tensids (c0 > cmc) wurde 
über eine Spritzenpumpe realisiert. Zur ausreichenden Durchmischung des Systems 
wurde ein Propellerrührer eingesetzt. 
Für die Untersuchung des Einflusses der (Bio-)Tenside auf das mikrobielle Wachstum 
wurde die 20-ml-Titrationseinheit des Micro Reaction Systems verwendet. Hierbei wurde 
die Messzelle mit 15 ml Bakteriensuspension gefüllt. Neben der Möglichkeit die Lösung 
mit einem Turbinenrührer zu durchmischen, kann die Kultur über eine Gaseinleitung mit 
Sauerstoff versorgt werden. Die Zugabe des Substrats bzw. des (Bio-)Tensids ist separat 
über jeweils eine Spritzenpumpe möglich. Auf diese Weise sind unterschiedliche Zeit-
regime für die Zugabe der beiden Stoffe realisierbar. 
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3.1.2 Micro-DSC II (MDSC) 
Als ein weiteres Wärmeflusskalorimeter wurde die Micro-DSC II von Setaram (Caluire, 
Frankreich) verwendet. Für die Untersuchung der Stabilität von n-Hexadecan-in-Wasser-
Emulsionen wurde hierbei eine 1-ml-Batch-Zelle eingesetzt, die mit ca. 20-200 mg Probe 
gefüllt und für die Messung fest verschlossen wurde. Im Unterschied zum TAM wurde 
zudem eine leere Referenzzelle verwendet. 
 
3.2 Mikroorganismen 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gram-positive Bakterienstämme der 
Gattung Rhodococcus und die Gram-negative Bakterienspezies Pseudomonas putida ver-
wendet. Auf Besonderheiten der einzelnen Stämme soll an dieser Stelle kurz eingegangen 
werden. 
 
3.2.1 Rhodococcus opacus 1CP 
Rhodococcus opacus 1CP (R. opacus) ist ein aerobes, Gram-positives nocardioformes 
Actinobakterium. Die Isolation dieses Organismus erfolgte ursprünglich aufgrund seiner 
Fähigkeit Chlorphenole abzubauen /150/. Es ist in der Lage eine Vielzahl von Substraten 
zu verstoffwechseln. Dazu zählen neben den gewöhnlichen Energie- und Kohlenstoff-
quellen wie Glucose u. a. zahlreiche langkettige n-Alkane (C10 - C16) /11/, Chlorphenole 
/151/, Methylphenole und 3-Chlorphenole. Beim Wachstum auf langkettigen Kohlen-
wasserstoffen bildet R. opacus Biotenside. Vor allem die Produktion des Glycolipids 
Trehalosedinocardiomycolat konnte bereits nachgewiesen werden /11/. 
 
3.2.2 Rhodococcus erythropolis B7g 
Als ein weiterer Vertreter der Gattung Rhodococcus verfügt auch die Spezies R. erythro-
polis über eine umfangreiche Anzahl an Enzymen, die u. a. den Abbau von n-Alkanen 
ermöglichen. Die in der Zellwand verankerten Mycolsäuren führen, analog zum Stamm 
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1CP, zu einer vergleichsweise hydrophoben Zelloberfläche. Diese ermöglicht den 
direkten Kontakt zu hydrophoben Schadstoffen /152/. Das Isolat des hier verwendeten 
Bakterienstamms Rhodococcus erythropolis B7g wurde aus einer kontaminierten 
Bodenprobe einer Tankstelle erhalten. Die Kultivierung erfolgte auf Toluol und wurde in 
der Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie der TU Bergakademie Freiberg durchgeführt 
/13/. Insbesondere beim Wachstum auf n-Alkanen ist unter N-Limitierung die Bildung 
eines Biotensids zu beobachten, welches als ein anionischer Trehalosetetraester (THL-4) 
identifiziert wurde /14/. 
 
3.2.3 Pseudomonas putida mt-2 
Der Mikroorganismus Pseudomonas putida mt-2 ist ein Gram-negatives Bodenbakterium, 
welches in Japan beim Wachstum auf m-Toluat isoliert und zunächst als Pseudomonas 
arvilla identifiziert wurde /153/. Die Umbenennung in P. putida erfolgte 1974 durch 
Williams und Murray /154/. In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass 
der Bakterienstamm nicht nur Benzoat, m- und p-Toluate /154/, sondern auch n-Hexa-
decan und in gewissem Maße die Rhamnolipidmischung JBR 425 abbauen kann /14, 
155/. Der Organismus ist allerdings nicht als Biotensidproduzent bekannt. 
Nach der Hochstufung der Risikobewertung von P. putida mt-2 in die Risikogruppe 2 im 
Februar 2012 durch die ZKBS, wurde am Ende der vorliegenden Arbeit der empfohlene 
Sicherheitsstamm P. putida mt-2 KT2440 weiterverwendet /153/. Sowohl der Wildtyp, 
als auch der Sicherheitsstamm dieses Bakteriums weisen zumindest auf Benzoat als C-
Quelle das gleiche Wachstumsverhalten auf. Soweit erforderlich wird auf die Verwen-
dung des Wildtyps bzw. des Sicherheitsstamms hingewiesen. 
 
3.3 Ausgewählte (Bio-)Tenside 
Für die Untersuchung der Wechselwirkung von (Bio-)Tensiden mit Bakterien bzw. des 
Einflusses derer auf das bakterielle Wachstum wurden drei Tenside verwendet. Als Bio-
tenside wurden die Rhamnolipid-Mischung „JBR 425“ (Jeneil Biosurfactant Company, 
Wisconsin, USA) aus Pseudomonas aeruginosa und der Trehalosetetraester aus Rhodo-
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coccus erythropolis B7g eingesetzt. Der Trehalosetetraester wurde in der AG Umwelt-
mikrobiologie der TU Bergakademie Freiberg hergestellt und isoliert /14/. Sowohl Rham-
nolipide als auch Trehaloselipide besitzen beispielsweise ein hohes Potential für biolo-
gische Sanierungsmaßnahmen und werden teilweise bereits eingesetzt /156/. Darüber 
hinaus wird u. a. die Anwendung bei der Erdölgewinnung (microbial enhanced oil reco-
very, MEOR) /157/ oder in der Medizin /158/ diskutiert. 
Als Referenzsubstanz wurde ein synthetisches Tensid verwendet. Natriumdodecylsulfat 
(SDS) ist hierbei ein vielfältig eingesetztes Tensid, welches schon für die unterschied-
lichsten Anwendungen untersucht und charakterisiert wurde. SDS ist Inhaltsstoff in Kos-
metika (Zahn- und Mundpflegemittel) und wird als Emulgator u. a. in Salben verwendet. 
Aufgrund der hohen Bindungsaffinität zu Proteinen wird es zur Trennung und Molmas-
senbestimmung von Proteinen in Form von SDS-PAGE-Analysen und zur Solubilisierung 
von Membranproteinen eingesetzt. 
Eine Übersicht der Tensid-spezifischen Kenndaten ist in Tabelle 5 gegeben. 
 














SDS 40 10 2400 /159, 
160/ 
Rhamnolipid 29 0.25 50 - 200 /37/ 
Trehalose-
tetraester 
26 < 1 15 /36/ 
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3.4 Kultivierung der Mikroorganismen 
Die Lagerung der Mikroorganismen erfolgte auf Agar-Agar-Platten bei 4 °C. Für Pseudo-
monas putida mt-2 und Rhodococcus opacus 1CP war die Kultivierung auf Minimal-
mediumplatten mit Natriumbenzoat als Wachstumssubstrat möglich. Lediglich bei Rho-
dococcus erythropolis B7g war die Verwendung von Komplexmediumplatten erforder-
lich. Die Kolonien wurden regelmäßig im Abstand von ca. 6 Wochen überimpft. Nach einer 
Inkubationszeit von etwa 2-3 Tagen bei 30 °C erfolgte anschließend die Lagerung bei 4 °C im 
Kühlschrank. Die verwendeten Medien und die vorbereitenden Kultivierungen für die 
einzelnen Untersuchungen werden nun im Folgenden beschrieben. 
 
3.4.1 Kulturmedium 
Das Komplexmedium für die Agar-Agar-Platten für R. erythropolis setzt sich zusammen 
aus /161/: 5 g Pepton, 2 g Hefeextrakt und 5 g NaCl in einem Liter destilliertem Wasser. 
Dem Festmedium wird darüber hinaus 15 g l
-1
 Agar-Agar zugefügt. 
Für alle anderen Kultivierungen wurde das synthetische Minimalmedium nach Dorn et al. 
verwendet /162/. Das Nährmedium setzte sich dabei aus einer SÖRENSEN-Phosphatpuffer-
Lösung und einer Salz-Lösung zusammen, die mit sterilem destillierten Wasser auf 1 l 
aufgefüllt wurden. In 1 Liter des vollständigen Nährmediums waren demnach enthalten: 
5.6 g Na2HPO4; 2.0 g KH2PO4; 1.0 g (NH4)2SO4; 200 mg MgSO4·7H2O; 40 mg 
CaCl2·6H2O; 10 mg Ammoniumeisen(III)-citrat; 300 μg H3BO3; 200 μg CoCl2·6H2O; 
100 μg ZnSO4·7H2O; 30 μg MnCl2·4H2O; 30 μg Na2MoO4·2H2O; 20 μg NiCl2·6H2O und 
10 μg CuCl2·2H2O. Diese Zusammensetzung wurde schließlich durch die Zugabe des 
entsprechenden Wachstumssubstrats ergänzt. Hierfür wurden die folgenden Mengen für 
jeweils 1 Liter Kulturmedium eingesetzt: 0.72 g Natriumbenzoat (= 5 mmol l
-1
) oder 




3.4.2 Anzucht der Vorkulturen 
In Vorbereitung sowohl der kalorimetrischen Messungen als auch der Untersuchungen 
u. a. mittels XPS wurden zunächst 20-ml-Kulturen mit Minimalmedium (s. 3.4.1) in 
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100-ml-Schikanekolben mit einer Bakterienkolonie von einer Agarplatte beimpft. Als 
Substrat diente Natriumbenzoat (5 mmol l
-1
). Für ein zufriedenstellendes Wachstum 
wurde bei den Kulturen von R. erythropolis zudem 2.5·10
-3 
% Hefeextrakt zugefügt. Die 
Inkubation erfolgte bei 25 °C für 2 Tage. Diese Vorkultur diente als Inokulum für die 
Hauptkultur. Hierbei wurde je 1/100 des Volumens der Hauptkultur eingesetzt, d. h. 
100 ml Kultur enthielten 1 ml Vorkultur. Die weitere Aufarbeitung unterscheidet sich für 
die einzelnen Untersuchungsmethoden. 
 
3.4.2.1 Vorkulturen für die Untersuchung der Wechselwirkung Bakterium-Tensid 
Für die Untersuchungen der Wechselwirkung Bakterium – Tensid mittels der 2-ml-Titra-
tionseinheit des TAM wurden 50 ml Kulturmedium mit den oben beschriebenen Vor-
kulturen beimpft. Die Kultivierung erfolgte zunächst auf 0.25 mmol Benzoat (entspricht 
5 mmol l
-1
 im Kulturmedium). Eine zweite Zugabe von 0.25 mmol Benzoat wurde nach 
einem (P. putida) bzw. zwei Tagen (Rhodococcen) vorgenommen. 
Zur Wachstumskontrolle wurde vor der Aufarbeitung der Proben die optische Dichte 
(OD) bei einer Wellenlänge von 546 nm gemessen. Für die Bestimmung der Wechsel-
wirkung der Bakterien mit den Tensiden ist die Unterbindung des aktiven Stoffwechsels 
der Mikroorganismen erforderlich. Aus diesem Grund wurden im nächsten Schritt die 
Flüssigkulturen 20 min bei einem Überdruck von 1.4 bar autoklaviert. Um die voll-
ständige Lyse der Bakterienzellen ausschließen zu können, wurde im Anschluss nochmals 
die OD der Kultur bestimmt. 
Danach erfolgte die eigentliche Ernte der Kultur mittels Zentrifugierung. Hierfür wurden 
40 ml der Kultur abgenommen und in einem Falcon-Tube für 15 min mit 5000 x g abzen-
trifugiert. Die Probe wurde in ca. 8 ml 0.5fach Phosphatpuffer (PP) und in 2-4 Eppen-
dorfgefäße (á 2 ml) überführt, gefolgt von 5 min Zentrifugierung mit 10.000 rcf und 
einem weiteren Waschschritt mit 0.5fach PP. Abschließend wurde die Biomasse in je 2 
bzw. 1.6 ml 0.5fach PP resuspendiert und bis zur zeitnahen Messung im Kühlschrank 
aufbewahrt. Durch die Probenvorbereitung konnte eine Aufkonzentrierung der Zelldichte 
um den Faktor 5 bzw. 12.5 erzielt werden. 
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Weitere Experimente wurden mit auf-Hexadecan-gewachsenen Kulturen der beiden Rho-
dococcus-Stämme durchgeführt. Hierfür wurden insgesamt 0.1 mmol Substrat, verteilt 
auf drei Zugaben im Abstand von jeweils 4-5 Tagen, eingesetzt. Vor der Ermittlung der 
optischen Dichte war eine kurze Behandlung der Probe im Ultraschallbad notwendig, um 
die entstandenen Zellaggregate aufzubrechen. Aufgrund der geringeren Biomassekonzen-
tration wurde des Weiteren eine höhere Aufkonzentrierung angestrebt. Die sonstige Pro-
benvorbereitung erfolgte analog. 
 
3.4.2.2 Vorkulturen für die kalorimetrischen Wachstumsexperimente 
In der 20-ml-Titrationseinheit des TAM wurde das mikrobielle Wachstum mit bzw. ohne 
den Einfluss von (Bio-)Tensiden untersucht. Mit Hilfe der im Kapitel 3.4.2 beschriebenen 
Vorkulturen wurden hierbei 20-ml-Hauptkulturen hergestellt. Im Rahmen dieser Experi-
mente wurde allerdings nur ein Viertel der üblichen PP-Konzentration verwendet, um die 
Vergleichbarkeit mit den Messungen zur Bestimmung der cmc zu gewährleisten. Als 
Substrat diente nahezu ausschließlich Benzoat (5 mmol l
-1
). Nach 1-2 Tagen (stationäre 
Wachstumsphase) erfolgte eine Wachstumskontrolle mittels OD-Bestimmung. Anschlie-
ßend wurden die Kulturen ohne weitere Aufbereitung für die kalorimetrischen Experi-
mente verwendet. Für nachfolgende Messungen wurden die jeweiligen Hauptkulturen bis 
zu dreimal von Flüssig- zu Flüssigkultur überimpft, bevor eine neue Vorkultur vorbereitet 
wurde. 
Zusätzlich wurden Messungen durchgeführt, für welche eine kurzzeitige Inhibierung des 
aktiven Stoffwechsels der Bakterien erforderlich war. Dies wurde durch Zusatz von 
KCN-Lösung realisiert. Zunächst wurde eine 20-ml-Hauptkultur auf 0.05 mmol Benzoat 
(entspricht 2.5 mmol l
-1
 im Kulturmedium) vorbereitet. Nach ca. 24 h Inkubation bei 
30 °C wurden nochmals 0.05 mmol Benzoat zugegeben und nach weiteren 90 min erfol-
gte die Zugabe einer KCN-Lösung (25 mmol l
-1
 im Kulturmedium; 0.5 mol l
-1
 Stamm-
lösung, in 0.1 mol l
-1
 NaOH). Nach etwa 24 h Kontaktzeit wurden 15 ml der Kultur 
abzentrifugiert (15 min, 5.000 x g), jeweils einmal mit 2 bzw. 1 ml 0.5fach PP gewaschen 
und nach nochmaliger Zentrifugierung (5 min, 13.000 rpm) in 1 ml 0.5fach PP resus-
pendiert. Für die anschließende Messung im TAM wurde die Probe auf insgesamt 15 ml 
 Material und Methoden 61 
0.5fach PP aufgefüllt. Die Lebensfähigkeit der Bakterienzellen wurde parallel durch die 
Bestimmung der CFU (engl. colony forming unit) überprüft. 
 
3.4.2.3 Vorkulturen für die XPS-Analysen 
Im Rahmen der Vorbereitung der Kulturen für die XPS-Analysen wurden die oben be-
schrieben Vorkulturen als Inokulum für 100-ml-Hauptkulturen verwendet. Um möglichst 
hohe Biomassekonzentrationen zu erzielen, erfolgte die Kultivierung auf insgesamt 
1.5 mmol Benzoat, verteilt auf drei Zugaben (entspricht je 5 mmol l
-1
 im Kulturmedium) 





, THL-4: 1.8 mg l
-1
) erfolgte bei den entsprechenden Kulturen ca. 24 h vor der 
Aufarbeitung. Die Wachstumskontrolle wurde wiederum über die Bestimmung der 
optischen Dichte vorgenommen. Die Ernte erfolgte mittels Zentrifugierung (10 min, 
5.000 x g). Die erhaltene Biomasse wurde mit ca. 6 ml dest. Wasser resuspendiert 
(Waschschritt) und in Eppendorfgefäße überführt. Nach nochmaliger Zentrifugierung 
(5 min, 10.000 rpm) wurden die Proben mit 2 ml dest. Wasser versetzt und mit Hilfe 
eines Spatels aufgeschlämmt. Die Aufschlämmungen wurden in kleine Aluminium-
schalen überführt und abgedeckt im Gefrierfach eines handelsüblichen Kühlschrankes 
gefroren und dort ggf. bis zur Gefriertrocknung kurzfristig aufbewahrt. 
Die Gefriertrocknung der mikrobiellen Proben wurde am Institut für Elektronik- und 
Sensormaterialien der TU Bergakademie Freiberg von Frau Dr. Dittrich durchgeführt. 
Hierfür stand ein Lyovac GT 2 der Firma Finn Aqua (Ohio, USA) zur Verfügung. Die 
Proben wurden für ca. 24 h bei 25 °C und 0.1 mbar getrocknet. Sowohl vor als auch 
während der Gefriertrocknung ist hierbei insbesondere ein unkontrolliertes Antauen der 
Proben zu vermeiden. Dies könnte zur teilweisen Lyse der Bakterien bzw. zum Aus-
schleusen von Bestandteilen aus dem Zellinneren an die Bakterienzelloberfläche führen 
und die Zusammensetzung jener verfälschen. 
Die Proben wurden anschließend innerhalb von 2-3 Tagen nach der Gefriertrocknung 
mittels XPS analysiert. Die Aufbewahrung erfolgte im Exsikkator unter Vakuum. 
Analoge Experimente wurden mit Kulturen der Rhodococcen durchgeführt, denen Hexa-
decan als Kohlenstoffquelle diente. Hierfür wurde die Hauptkultur zunächst auf Benzoat 
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(5 mmol l
-1





3.4.2.4 Vorkulturen für die Zeta-Potential-Messungen 
Für die Messungen des Zeta-Potentials wurden Hauptkulturen mit einem Volumen von 
300 ml mit den im Kapitel 3.4.2 beschriebenen Vorkulturen hergestellt. Für die Experi-
mente waren wie auch bei den XPS-Analysen hohe Biomassekonzentrationen erforder-
lich. Die Anzucht der Kulturen erfolgte dabei ebenfalls durch mehrfache Substratzugaben 
(3x 5 mmol l
-1
 Benzoat bzw. 1x 5 mmol l
-1
 Benzoat und 2x 1 mmol l
-1
 Hexadecan, s. auch 
Kapitel 3.4.2.3). Zur Ernte wurde standardmäßig die gesamte Kultur zentrifugiert 
(10 min, 5.000 x g), mit ca. 20 ml dest. Wasser gewaschen und abschließend nochmals 
zentrifugiert (15 min, 11.000 x g). Das Zellpellet wurde für die Messung in 200 ml 
0.5fach Phosphatpuffer resuspendiert. Zur Bestimmung des Biomassegehaltes wurde die 
optische Dichte dieser Suspension gemessen. Die Messung des Zeta-Potentials erfolgte 
unmittelbar nach der Aufbereitung der Kulturen. 
 
3.5 Durchführung der kalorimetrischen Experimente 
3.5.1 Bestimmung der cmc mittels ITC 
Im Rahmen der ITC-Messungen wurde die kritische Mizellbildungskonzentration von 
SDS bzw. der Rhamnolipidmischung JBR 425 bestimmt. Die cmc wurde für beide Ten-
side sowohl in dest. Wasser als auch in 0.5fach Phosphatpuffer ermittelt. Die Messzelle 
der 2-ml-Titrationseinheit des TAM wurde entsprechend mit 1.5 ml dest. Wasser oder 
0.5fach PP befüllt. Die Injektionsspritze (250 µl) enthielt mizellare Lösungen des 
Tensids, d. h. es wurden 80 bzw. 60 mmol l
-1
 Stammlösungen von SDS in dest. Wasser 
bzw. 0.5fach PP gelöst und eine Stammlösung von 10 g l
-1
 der Rhamnolipidmischung 
sowohl in dest. Wasser als auch in 0.5fach PP eingesetzt. Nach Einbau der Titrations-
einheit in das Kalorimeter und Erreichen des thermischen Gleichgewichts (konstante 
Basislinie nach maximal 7 h) wurde die Messung gestartet. Im Verlauf einer Messung 
wurden üblicherweise 20-30 Zugaben von jeweils 8 µl im Abstand von 35 min durch-
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geführt. Dies erfolgte vollautomatisch mit Hilfe der Software DigiTAM. Eine typische 
Titrationskurve ist in Abbildung 6 (S. 25) dargestellt. 
 
3.5.2 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Bakterien und Tensid (ITC) 
Die Messungen erfolgten analog zur Bestimmung der cmc. Die Messzelle wurde aller-
dings mit 1.5 ml Bakteriensuspension gefüllt, deren Vorbereitung im Kapitel 3.4.2.1 be-
schrieben wurde. 
 
3.5.3 Untersuchung des Einflusses der (Bio-)Tenside auf das Wachstum der Bakterien 
Grundvoraussetzung für diese Untersuchungen war eine möglichst sterile Arbeitsweise 
vor und während des Probeneinbaus. Aus diesem Grund wurden nach den einzelnen 
Experimenten die Messzelle und der Rührer zunächst für ca. 30 min in 10 %igem 
Wasserstoffperoxid getaucht und anschließend autoklaviert (Wasserdampfsterilisation, 
20 min bei 1.4 bar Überdruck). Die Desinfektion der Rühreraufhängung und der Sprit-
zenkapillaren erfolgte mit 70 %igem Ethanol (Einwirkzeit ca. 30 s). 
Die vorbereitenden Kulturen (s. Kap. 3.4.2.2) wurden anschließend ohne weitere Aufbe-
reitung für die Wachstumsexperimente verwendet. Die Messzelle wurde mit 15 ml der 
Bakterienkultur steril gefüllt. Nach dem Einbau der Titrationseinheit wurden die Kapil-
laren der Injektionsspritzen eingefügt und nach Erreichen des thermischen Gleichge-
wichts (konstante Basislinie) wurde die Messung gestartet. Die Zugabe der jeweiligen 
Lösungen konnte hierbei sowohl voll automatisch über die Software DigiTAM als auch 
manuell erfolgen. Des Weiteren bestand bei diesen Experimenten grundsätzlich die Mög-
lichkeit parallel zwei Injektionsspritzen zu verwenden. Auf diese Weise war die unab-
hängige Zugabe von Substrat bzw. (Bio-)Tensid realisierbar. Zur Auswahl standen 
sowohl die alleinige Zugabe von Substrat bzw. (Bio-)Tensid als auch die gleichzeitige 
bzw. aufeinanderfolgende Zugabe von (Bio-)Tensid und Substrat. Die Tenside wurden in 
Konzentrationen unter- bzw. oberhalb der jeweiligen cmc eingesetzt. Als Substrat diente 
n-Hexadecan (1 mmol l
-1
). Die Untersuchung des Einflusses des Trehalosetetraesters auf 
64 Material und Methoden  
das Wachstum von R. opacus 1CP auf n-Hexadecan wurde hierbei vor allem im Rahmen 
der Diplomarbeit von Herrn Daniel Thomas /163/ durchgeführt. 
 
3.5.4 Untersuchung der Emulsionsstabilität mittels DSC 
In Vorbereitung der Messungen wurden 1 ml n-Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen herge-
stellt. Hierbei wurden 13 µl n-Hexadecan (entspricht 1 %) in 1 ml dest. Wasser bzw. 
Tensidlösung für etwa 1 Minute im Ultraschallbad emulgiert. Folgende Tensidkonzen-
trationen wurden eingesetzt: 10 mmol l
-1
 SDS, 400 mg l
-1
 RL, 15 bzw. 150 mg l
-1
 THL-4. 
Für die Messungen wurden jeweils 20 bis 200 mg Probe verwendet.  
Zur Beurteilung der Emulsionsstabilität wurde das Kristallisations- bzw. Schmelz-
verhalten von n-Hexadecan in Abhängigkeit der Zeit untersucht. Dementsprechend wur-
den nach Erreichen des thermischen Gleichgewichts nach ca. 1 h mehrfach Temperatur-
scans von -5-30 °C mit einer Heizrate von 0.5 K min
-1
 durchgeführt. Am Ende der ein-
zelnen Temperaturrampen ist eine Haltezeit von 30 min zur thermischen Gleichgewichts-
einstellung der Probe vorgesehen. 
Analoge Experimente wurden mit 0.5fach Phosphatpuffer durchgeführt. Die Proben wur-
den hierfür ca. 2 min im Ultraschallbad emulgiert. 
Die experimentellen Arbeiten zu den DSC-Untersuchungen wurden vorrangig im Rah-
men der Bachelorarbeit von Herrn Martin Obst /164/ durchgeführt. 
 
3.5.5 Untersuchung des Solubilisierungsvermögens der (Bio-)Tenside mittels ITC 
Die Messungen wurden analog der cmc-Bestimmung durchgeführt (s. Kapitel 3.5.1). Die 
Injektionsspritze enthielt jedoch eine Suspension aus Hexadecan (1 %) und der jeweiligen 
Tensidlösung. Die Herstellung erfolgte unmittelbar vor Beginn der Titrationsmessung 
analog zu den DSC-Experimenten mittels Ultraschallbehandlung (1-5 min). 
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3.6 Durchführung der XPS-Analysen 
Aus den gefriertrockneten Bakterienproben (s. Kapitel 3.4.2.3) wurden unmittelbar vor 
der Messung Tabletten gepresst. Die XPS-Analysen wurden an einem Gerät der Firma 
Specs (Phoibos 150 MCD-9, Berlin, Deutschland) durchgeführt. Hierbei wurde mono-
chromatische Al Kα - Röntgenstrahlung (1468.6 eV) bei 200 W eingestrahlt. Nach der 
Aufnahme eines Übersichtsspektrums der Probe, wurden im Anschluss Detailspektren der 
Elemente C, O und N aufgezeichnet. Zur Auswertung der erhaltenen Peakflächen wurde 
die zugehörige Software CasaXPS (Version 2.3.15) verwendet. Die Messungen wurden 
von Herrn Martin Obst (Bachelorarbeit /164/), Herrn Tobias Weling sowie Herrn Michael 
Günthel am Institut für Physikalische Chemie der TU Bergakademie Freiberg durch-
geführt. 
 
3.7 Durchführung der Zeta-Potential-Messungen 
Für die Ermittlung des Zeta-Potentials wurden die unter Punkt 3.4.2.4 beschriebenen 
Bakteriensuspensionen eingesetzt. Hierfür stand eine Feld-ESA-Sonde der Firma PA Par-
tikel-Analytik-Messgeräte GmbH (Frechen, Deutschland) zur Verfügung. Die Messwert-
erfassung erfolgte mit Hilfe der zugehörigen Software im Abstand von 7 s. Um äußere 
Einflüsse zu minimieren, wurde aus je 20 dieser Messpunkte der Mittelwert gebildet (s. 
auch Kapitel 4.5.2). Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss der (Bio-)Tenside auf das 
Zeta-Potential der Bakterienkulturen durch Zugabe von Tensidlösungen im Konzen-
trationsbereich zwischen 0-3000 mg l
-1
 für SDS, 0-300 mg l
-1
 für das Rhamnolipid und 
0-36 mg l
-1
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3.8 Ergänzende Analytik 
 
3.8.1 Bestimmung der optischen Dichte / Trübungsmessung 
Zur Wachstumskontrolle wurde insbesondere bei der Verwendung von Benzoat als Sub-
strat die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 546 nm mit dem UV/VIS-Spektro-
meter UNICAM 8625 bestimmt. Für die einzelnen Messungen wurden den Kulturen 
0.5 ml Bakteriensuspension entnommen und im Verhältnis 1:1 mit dest. Wasser verdünnt. 
 
3.8.2 Bestimmung der Biomasse als Trockenmasse 
Die Trockenmassebestimmung mittels Zentrifugierung erfolgte in Anlehnung an E. Bast 
/165/. 
Zur experimentellen Bestimmung der Biomasse als Trockenmasse wurde ein definiertes 
Volumen der Kulturen aus den Schikanenkolben entnommen und in ein 50-ml-Falcon-
Tube überführt. Die Zentrifugierung erfolgte zunächst für 15 min mit 5.000 x g. Das Zell-
pellet wurde mit 5-8 ml dest. Wasser resuspendiert und in Eppendorfgefäße (á 2 ml) über-
führt und nochmals zentrifugiert (5 min, 16.000 x g). Nach einem weiteren Waschschritt 
und abschließender Zentrifugierung, wurde die Biomasse im Trockenschrank bei 105 °C 
für ca. 12-18 h bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ausgewogen. Die erhaltene Bio-
masse wurde entsprechend auf das Gesamtvolumen der Ausgangskultur bezogen. 
Für die Zentrifugierung wurden wie bei der Ernte der Kulturen (s. Kap. 3.4.2) die 
Zentrifugen Centrifuge 5804 R und 5414 D der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutsch-
land) verwendet. 
 
3.8.3 Anthrontest zur Konzentrationsbestimmung des Trehalosetetraesters 
Aufgrund der schlechten Wasserlöslichkeit des Trehalosetetraesters wurde die Absiche-
rung der tatsächlichen Konzentration der hergestellten Stammlösung mittels der An-
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thronreaktion erforderlich, welche die photometrische Quantifizierung des Biotensids er-
möglicht. 
Zunächst erfolgt die Quellung (ca. 1 Woche) und Emulgation des THL-4 im Ultra-
schallbad. Anschließend wird der nicht gelöste Feststoff durch Zentrifugierung (5 min, 
8.000 x g) abgetrennt und verworfen. Von der erhaltenen Lösung werden 500 µl für die 
Quantifizierung abgenommen und mit 500 µl 1 mol l
-1
 NaOH versetzt. Es folgt die 
Hydrolyse der Esterbindungen bei 90 °C für 1 h im Wasserbad. Danach wird die Probe 
auf Eis abgekühlt und im Weiteren mit 500 µl 1 mol l
-1
 HCl zur Neutralisation versetzt. 
Die auf diese Weise in Lösung gebrachte Trehalose kann nun für die eigentliche Anthron-
reaktion eingesetzt werden. Zur Konzentrationsbestimmung muss hierbei parallel eine 
Kalibriergerade mit Hilfe von Trehalose-Stammlösungen definierter Konzentration erfol-
gen. Entsprechend werden bei den weiteren Schritten 450 µl sowohl der zu analy-
sierenden Probe als auch der Trehalose-Stammlösungen mit 1350 µl Anthronreagenz 
(200 mg Anthron auf 100 ml 95 %ige H2SO4) versetzt und nochmals bei 90 °C für 15 min 
im Wasserbad zur Reaktion gebracht. Hierbei wird nun die glykosidische Bindung aufge-
brochen und die Trehalose in die Monomere gespalten. Die konzentrierte Schwefelsäure 
führt durch Wasserentzug zur Bildung von Furfuralderivaten, welche mit Anthron zu 
einer grün-blau gefärbten Verbindung reagiert. Diese kann bei einer Wellenlänge von 
620 nm in Quarzglasküvetten vermessen werden /166, 167/. 
 
3.8.4 Messung der Oberflächenspannung 
Die Oberflächenspannungsmessungen wurden an einem Ringtensiometer von Lauda (TE 
1C, Lauda, Deutschland) bei Raumtemperatur (ca. 23 °C) am Institut für Thermische Ver-
fahrenstechnik, Umweltverfahrenstechnik und Naturstoffverfahrenstechnik an der TU 
Bergakademie Freiberg von Frau Glöckner bzw. Frau Tottewitz durchgeführt. Hierfür 
wurden 12 Proben für Rhamnolipid in dest. Wasser (0-500 mg l
-1
), 10 Proben RL in 
0.5fach PP (0-400 mg l
-1
), 8 Proben für Trehalosetetraester in dest. H2O (0-20 mg l
-1
) und 
7 Proben THL-4 in 0.5fach PP (0-15 mg l
-1
) mit einem Volumen von je 100 ml 
bereitgestellt. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
Als charakteristische Kenngröße nimmt die cmc bei der Verwendung von Tensiden eine 
besondere Stellung ein. Die Einlagerung von Stoffen in Mizellen, die sogenannte Pseudo-
solubilisierung, kann nur bei Konzentrationen oberhalb der cmc beobachtet werden, wäh-
rend die Veränderung von Bakterienzelloberflächen in Gegenwart von Tensiden bereits 
bei kleineren Konzentrationen möglich ist. Die scheinbare Verschiebung der cmc zu 
niedrigeren oder höheren Konzentrationen gibt Hinweise auf das Ausmaß des Solubili-
sierungsvermögens bzw. die Stärke von konkurrierenden Adsorptionsphänomenen. Die 
Kenntnis der cmc ist demnach für die Beschreibung der dominierenden Wechselwirkun-
gen von (Bio-)Tensiden zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben Schad-
stoffen essentiell. Daher soll im ersten Teil zunächst die Ermittlung der cmc mittels Kalo-
rimetrie (ITC) bzw. über die Bestimmung der Oberflächenspannung als Referenzmethode 
im Fokus stehen. Kalorimetrische Methoden bilden die Basis für die Diskussion sowohl 
der Wechselwirkung inaktiver Bakterienkulturen, und somit der Bakterienzelloberfläche, 
als auch aktiver Bakterienkulturen mit den (Bio-)Tensiden. Letztere zeigen direkt den 
Einfluss der (Bio-)Tenside unter- bzw. oberhalb der cmc auf das Wachstum der Bakterien 
auf hydrophoben Schadstoffen. Zur Charakterisierung der Wechselwirkung Tensid – 
Schadstoff vervollständigen DSC-Experimente zur Stabilität von n-Hexadecan-in-Was-
ser-Emulsionen und ITC-Messungen zur Bestimmung der Pseudo-cmc der Tenside den 
kalorimetrischen Teil dieser Arbeit. Schließlich werden die Ergebnisse der XPS-Analysen 
sowie der Zeta-Potential-Messungen hinsichtlich der molekularen Zusammensetzung 
bzw. der Oberflächenladung der Bakterienzellen und deren Veränderung in Gegenwart 
von (Bio-)Tensiden vorgestellt. Die gesammelten Erkenntnisse aus den einzelnen Ab-
schnitten sollen letztendlich dazu beitragen, eine Aussage zur Dominanz einer der unter-
suchten Strategien (Pseudosolubilisierung bzw. Modifizierung der Bakterienzellober-
fläche) treffen zu können. 
 
4.1 Experimentelle Bestimmung der cmc 
In den Kapiteln 2.2.2 und 2.2.3 wurde bereits ein Teil der Methoden zur experimentellen 
Bestimmung der cmc vorgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit liegt neben der Ermittlung der 
cmc des Weiteren ein Schwerpunkt auf der thermodynamischen Charakterisierung der 
 Ergebnisse und Diskussion 69 
Mizellbildung. Hierfür eignen sich Untersuchungen mittels der Isothermen Titrations-
kalorimetrie (ITC), da anhand eines Experiments sowohl die cmc als auch die typischen 
thermodynamischen Kenngrößen wie Enthalpie, freie Enthalpie und Entropie der Mizell-
bildung bestimmt werden können. Aufgrund der geringen Konzentrationen, die in der 
vorliegenden Arbeit zur Anwendung kamen, werden diese Größen als Standardgrößen 
(Standardzustand unendlich verdünnte Lösung) betrachtet. Das Verhalten der Teilchen in 
Lösung wird als ideal angenommen und auf eine Realkorrektur wurde verzichtet. Schließ-
lich werden in diesem Abschnitt ergänzend zu den ITC-Ergebnissen die ermittelten cmc-
Werte aus den Oberflächenspannungsmessungen vorgestellt. 
 
4.1.1 Bestimmung der cmc mittels ITC 
Das prinzipielle Vorgehen bei der Auswertung der Titrationskurven wurde bereits im 
Kapitel 2.2.3 erläutert. An dieser Stelle soll daher insbesondere auf die Optimierung der 
durchgeführten Experimente am Beispiel des Referenzsystems SDS näher eingegangen 
werden. Die gewonnenen Erkenntnisse werden dann anschließend auf die Biotenside an-
gewendet. 
 
4.1.1.1 Referenzsystem: SDS 
Die Angabe der typischen Kenngrößen von Tensiden wie cmc und Oberflächenspannung 
erfolgt üblicherweise für Wasser als reines Lösungsmittel, d. h. ohne Zusatz von Elektro-
lyten o. ä. Aus diesem Grund wurde zunächst die cmc von SDS in destilliertem Wasser 
bestimmt. Nach Angaben der Literatur sollte die Konzentration der Tensidstammlösung 
etwa dem 10fachen Wert der cmc entsprechen. Daher wurde eine 80 mmol l
-1
 SDS-
Stammlösung verwendet. Die Titration von je 8 µl dieser Stammlösung in Wasser ist in 
Abbildung 12A zu sehen. Der Kurvenverlauf weicht deutlich von einer „idealen“ 
Titrationskurve (s. Abbildung 6, S. 25) ab. Dieses ungewöhnliche Verhalten von SDS bei 
der Demizellisierung in Wasser bei ca. 25 °C wurde in der Literatur bereits beschrieben. 
Ursache hierfür ist ein Vorzeichenwechsel der Standardmizellbildungsenthalpie      
  
bei etwa 25 °C. Bei höheren Temperaturen ist      
  negativ, bei Temperaturen < 25 °C 
hingegen positiv. Dies spiegelt sich ebenso im Enthalpieverlauf (nach Integration der 
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Titrationssignale) wider (s. Abbildung 12B). Das Erreichen der cmc wird lediglich durch 
eine Änderung des Anstiegs angezeigt /72, 168/ und kann aus dem Maximum der Kurve 
abgelesen werden. Demnach ergibt sich die cmc von SDS in Wasser zu 8.20 mmol l
-1
. 
Des Weiteren kann der Titrationskurve entnommen werden, dass die Demizellisierungs-
reaktion von SDS bei 25 °C endotherm ist und folglich die Mizellbildung exotherm sein 
muss.      
  beträgt hierbei -0.99 kJ mol
-1
. Die erhaltenen Werte ordnen sich gut in die 




Für die Anwendung von Tensiden in biologischen Systemen sollte im weiteren Verlauf 
die cmc von SDS in Phosphatpuffer (PP) ermittelt werden. Phosphatpuffer ist hierbei 
eines der Hauptbestandteile des verwendeten Kulturmediums und wurde üblicherweise 
als 2fach PP eingesetzt. Bei der Demizellisierung von SDS in Phosphatpuffer wurde nun-
mehr eine „ideale“ Titrationskurve (Verlauf analog Abbildung 13A) beobachtet.      
  
ist mit -2.40 kJ mol
-1
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Bestimmung der cmc von SDS in H2O mittels 
ITC 
A) Rohdaten der Titration 
(30 Zugaben á 8 µl einer 80 mmol l
-1
 SDS-Lsg. 
in dest. H2O, Vorlage (TAM): 1.5 ml dest. H2O); 
B) Ermittlung der Wärme durch Integration der 
einzelnen Wärmeleistungspeaks (bezogen auf 
zugegebene Mole SDS), die Ermittlung von cmc 
und      
  sind durch Pfeile gekennzeichnet 
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zu einer merklichen Reduzierung der cmc auf einen Wert von 1.52 mmol l
-1
. Ein solch 
starker Einfluss des Phosphatpuffers ist für die Bestimmung von cmc-Werten, welche 
bereits in Wasser sehr klein sind, von erheblichem Nachteil. Angesichts der bevor-
stehenden Anwendung der ITC zur Bestimmung der cmc der Biotenside wurden daher 
weitere Experimente zur Ermittlung der cmc von SDS mit geringeren Phosphatpufferkon-
zentrationen durchgeführt. Die Ergebnisse der cmc-Bestimmung von SDS in Abhängig-
keit der Phosphatpufferkonzentration sind in Tabelle 6 zusammengestellt. 
 
Tabelle 6: cmc und      













dest. H2O 8.20 ± 0.01 -0.99 ± 0.03 2 
0.5fach PP 3.53 ± 0.11 -1.44 ± 0 04 9 
1fach PP 2.5 -1.8 1 
2fach PP 1.52 ± 0.01 -2.40 ± 0.08 2 
 
Der gewünschten Erhöhung der cmc durch Einsatz geringerer Phosphatpufferkonzentra-
tionen stand dabei die Notwendigkeit einer ausreichenden Pufferwirkung für das bakte-
rielle Wachstum in den nachfolgenden Experimenten gegenüber. Unter Berücksichtigung 
beider Aspekte stellte die Verwendung von 0.5fach Phosphatpuffer einen akzeptablen 
Kompromiss dar. In Abbildung 13A ist beispielhaft eine Titrationskurve zur Bestimmung 
der cmc von jeweils 8 µl einer 60 mmol l
-1
 SDS-Stammlösung in 0.5fach PP dargestellt. 
Der Wendepunkt der integrierten Werte (s. Abbildung 13B) bzw. das Minimum der ersten 
Ableitung (s. Abbildung 13C) repräsentiert die cmc. Diese wurde im Vergleich zur Ver-
wendung von destilliertem Wasser auf 3.53 mmol l
-1
 reduziert. Die Standardmizell-
bildungsenthalpie      
  ergibt sich aus der Differenz der Plateaus vor bzw. nach dem 
Wendepunkt der integrierten Messwerte. Auch bei der Verwendung von Phosphatpuffer 
ist das Aufbrechen der Mizellen mit einer endothermen Reaktion verbunden. Folglich ist 
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die Demizellisierungsreaktion von SDS bei 25 °C unabhängig vom Medium exotherm 
und wurde in Phosphatpuffer zu      
  = -1.44 kJ mol
-1
 bestimmt. 
Die für das Referenzsystem SDS erhaltenen Daten weisen eine gute Übereinstimmung 
mit den vorhandenen Literaturdaten auf. Des Weiteren konnte eine zufriedenstellende 
Reproduzierbarkeit der Titrationsmessungen erzielt und ein akzeptabler Kompromiss hin-
sichtlich der einzusetzenden Phosphatpufferkonzentration erarbeitet werden. Mit Hilfe 
der gewonnenen Kenntnisse konnte nunmehr die Bestimmung der cmc der beiden Bioten-
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Abbildung 13:  
Bestimmung der cmc von SDS in 0.5fach PP 
mittels ITC 
A) Rohdaten der Titration 
(25 Zugaben á 8 µl einer 60 mmol l
-1
 SDS-
Lsg. in 0.5fach PP, Vorlage (TAM): 1.5 ml 
0.5fach PP); 
B) Ermittlung der Wärme durch Integration 
der einzelnen Wärmeleistungspeaks (bezogen 
auf zugegebene Mole SDS), die Ermittlung 
von cmc und      
  sind durch Pfeile 
gekennzeichnet; 
C) 1. Ableitung von  B), das Minimum ent-
spricht der cmc 
 Ergebnisse und Diskussion 73 
4.1.1.2 Rhamnolipid 
Für die verwendete Rhamnolipidmischung JBR 425 (kurz Rhamnolipid, RL) wurde 
ebenso wie für das Referenzsystem SDS, zunächst die Demizellisierungsreaktion in 
destilliertem Wasser untersucht. Analog dazu sollte die Konzentration der RL-Stamm-
lösung so gewählt werden, dass diese etwa der 10fachen cmc entspricht. Daher wurden 
Voruntersuchungen zur Bestimmung der cmc mit Hilfe der Blasendruckmethode durch-
geführt. Hierbei wurde die Oberflächenspannung der Lösung in Abhängigkeit der Tensid-
konzentration bestimmt. Anhand dieser Messungen konnte der cmc-Wert des Rhamno-
lipids auf ca. 300 mg l
-1
 abgeschätzt werden. Die zugehörigen Daten sind im Anhang A1 
zu finden. 
Aufgrund dieses Ergebnisses wurde für die ersten ITC-Experimente eine RL-Stamm-
lösung der Konzentration 4 g l
-1
 eingesetzt. Die erhaltene Messkurve sowie die Wärme 
der einzelnen Injektionen, bezogen auf die zugegebenen Mole Rhamnolipid, sind in 
Abbildung 14 gezeigt. Die Grafik verdeutlicht die Problematik hinsichtlich der kalorime-
trischen Bestimmung von sehr kleinen cmc-Werten. Um den Konzentrationsbereich der 
cmc zuverlässig zu erfassen, ist die Verwendung einer vergleichsweise geringen Stamm-
lösungskonzentration erforderlich. Dies wiederum birgt die Gefahr, dass die erzeugten 
thermischen Effekte bereits die Detektionsgrenze des Kalorimeters tangieren. Im Ver-
gleich zur Demizellisierungsreaktion von SDS in Wasser (Peakhöhe ca. 7-8 µW) sind die 
Signale nach der Zugabe von je 8 µl der RL-Stammlösung mit einer Peakhöhe von nur 
0.5 µW entsprechend klein. Zusätzlich ist eine signifikante Basisliniendrift zu beobach-
ten. Beide Aspekte führen zu einer höheren Fehlerbehaftung der durchgeführten Integra-
tion der einzelnen Signale. Dies spiegelt sich auch im Bestimmtheitsmaß (< 0.9) des Kur-
venverlaufs der Enthalpie wider. 
In Abbildung 14B ist außerdem zu sehen, dass die Zuordnung der cmc nicht ohne Weite-
res möglich ist. Auf Basis der erhaltenen Messkurve sind sowohl die Interpretation des 
Minimums der integrierten Daten als cmc, als auch die standardmäßige Verwendung des 
Wendepunktes denkbar. In Analogie zum Verhalten von SDS in Wasser würde die cmc 
am Minimum der Kurve (0.3 mmol l
-1
 ≙ 200 mg l-1) lediglich einer Änderung des Anstie-
ges beim Erreichen der Kenngröße entsprechen. Zusätzlich erschwert das Vorhandensein 
zweier Wendepunkte die Zuordnung der cmc zu einem der Wendepunkte. Die Tensid-
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konzentration am ersten Wendepunkt (0.1 mmol l
-1
 ≙ 65 mg l-1) ist wesentlich kleiner, als 
die zuvor mittels der Blasendruckmethode abgeschätzte cmc (≈ 300 mg l-1). Zudem ist 
der Anstieg, der zum zweiten Wendepunkt (0.5 mmol l
-1
 ≙ 330 mg l-1) führt, sehr 
ungewöhnlich. Bei keinem der beiden Wendepunkte wird durch die weitere Zugabe von 




Um ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis zu erzielen, wurde für die weiteren Messun-
gen eine RL-Stammlösung der Konzentration 10 g l
-1
 in Wasser verwendet. Die zuge-
hörige ITC-Kurve sowie die integrierten Werte und die erste Ableitung sind in Abbildung 
15 dargestellt. Durch die Erhöhung der Konzentration der RL-Stammlösung konnten nun 
thermische Signale mit einer Peakhöhe von etwa 2 µW detektiert werden. Die Basis-
liniendrift konnte jedoch nicht entscheidend reduziert werden. Dennoch ist anhand des 
Enthalpieverlaufs ein deutlicher Trend während des ITC-Experiments erkennbar. Obwohl 
sich auch bei diesen Experimenten noch ein erster Wendepunkt andeutet, stellt der 
Kurvenverlauf beim zweiten Wendepunkt, bis hin zum Erreichen eines konstanten Nive-
aus, die erwartete typische Titrationskurve dar. Die dabei gemessenen Wärmemengen 
sind vergleichsweise groß und zeigen deutlich, dass eine Reaktion stattfindet. Der Wen-
depunkt liegt bei einer RL-Konzentration von 0.49 mmol l
-1
 (≙ 330 mg l-1) und ist zwar 
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Abbildung 14: 
Bestimmung der cmc von RL (4 g l
-1
) in H2O 
mittels ITC 
A) Rohdaten der Titration 
(25 Zugaben á 8 µl einer 4 g l
-1
 RL-Lsg. in dest. 
H2O, Vorlage (TAM): 1.5 ml dest. H2O); 
B) Ermittlung der Wärme durch Integration der 
einzelnen Wärmeleistungspeaks (bezogen auf 
zugegebene Mole RL), potentielle cmc-Werte sind 
durch Pfeile gekennzeichnet; 
MRL = 650 g mol
-1
, 4 g l
-1
 ≙ 6 mmol l-1 (gerundete 
Werte) 
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im Bereich der cmc aus den eigenen Voruntersuchungen (≈ 300 mg l-1, s.o.), allerdings 
geben Medrzycka et al. für das Rhamnolipidgemisch JBR 425 einen wesentlich niedrige-
ren cmc-Wert von 72 mg l
-1
 in Wasser an (Bestimmung mittels Analyse der Tropfenform 
/169/). Das beobachtete Phänomen ist demnach vermutlich nicht der cmc zuzuordnen. In 
der Veröffentlichung von Aranda et al. ist die cmc-Bestimmung eines aufgereinigten Di-
rhamnolipids mittels ITC beschrieben. Ein vergleichbarer Effekt wie in der vorliegenden 
Arbeit wurde nicht beobachtet /73/. Das hier eingesetzte Produkt JBR 425 ist ein Gemisch 
aus Mono- und Dirhamnolipid. So liegt es nahe, dass bei der weiteren Tensidzugabe ober-
halb der cmc eine Umstrukturierung der Mizellen erfolgt. Analog zur Mizellbildung aus 
den Monomeren geht diese mit einem messbaren thermischen Effekt einher. Auch die 
zugehörige Enthalpie von -1.66 kJ mol
-1




Zur Vervollständigung der Messreihe wurden abschließend analoge ITC-Experimente 
unter Verwendung des Rhamnolipids in 0.5fach Phosphatpuffer durchgeführt. Die zu-
gehörige Titrationskurve sowie die Ermittlung der Wärme durch die Integration der ein-
zelnen Wärmeleistungspeaks sind in Abbildung 16 dargestellt. Auch bei diesen Unter-
suchungen wurde ein deutlicher thermischer Effekt verzeichnet. Der Wendepunkt wurde 
hier bereits bei einer RL-Konzentration von 0.32 mmol l
-1
 (≙ 210 mg l-1) ermittelt. Die 
zugehörige Enthalpie beträgt -0.90 kJ mol
-1
 Rhamnolipid. Folglich ist das Phänomen be-
züglich der Wärmefreisetzung unabhängig vom Medium. Die ermittelten Enthalpien sind 






















-0.4 Abbildung 15: 
Titration (ITC) von RL (10 g l
-1
) in H2O 
Ermittlung der Wärme durch Integration der 
einzelnen Wärmeleistungspeaks (bezogen 
auf zugegebene Mole RL), 
25 Zugaben á 8 µl einer 10 g l
-1
 RL-Lsg. in 
dest. H2O, Vorlage (TAM): 1.5 ml dest. 
H2O, 
MRL = 650 g mol
-1
, 10 g l
-1
 ≙ 15 mmol l-1 
(gerundete Werte) 
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nolipids in der Arbeit von Aranda et al. (       
  = -2.55 kJ mol
-1
 /73/). Lediglich der be-
treffende Konzentrationsbereich verschiebt sich etwas zu kleineren Werten. 
 
 
Für die Bestimmung der cmc des Trehalosetetraesters mittels ITC ist eine weitere Absen-
kung der einzusetzenden Tensidkonzentration erforderlich. Angelehnt an Literaturdaten 
ist die Verwendung einer Stammlösung der Konzentration 150 mg l
-1
 (ungefähr 10fache 
cmc) für die Titrationsmessung empfehlenswert. Weder mit der angegebenen, noch mit 
höheren Konzentrationen konnten ausreichend große thermische Effekte erzielt werden. 
Auch die Messung an einer Nano-ITC der Firma MicroCal (New Jersey, USA), die 
gegenüber dem hier eingesetzten TAM über eine höhere Sensitivität verfügt, war nicht 
zielführend. Demzufolge musste die Bestimmung der cmc des THL-4s ebenso wie die des 
Rhamnolipids mit Hilfe von Oberflächenspannungsmessungen erfolgen. 
 
4.1.2 Bestimmung der cmc durch Messung der Oberflächenspannung 
Die Bestimmung der Oberflächenspannung wässriger Lösungen in Abhängigkeit von der 
Tensidkonzentration ist aufgrund ihrer nahezu universellen Einsetzbarkeit eine sehr weit-
verbreitete Methode zur Ermittlung der cmc. Daher sollen entsprechende Messungen 
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit den Zugang zu experimentellen cmc-Werten 
der Biotenside Rhamnolipid und THL-4 ermöglichen. 
c
RL
 in mmol l
-1



















Titration (ITC) RL (10 g l
-1
) in 0.5fach PP 
Ermittlung der Wärme durch Integration der 
einzelnen Wärmeleistungspeaks (bezogen 
auf zugegebene Mole RL), 
20 Zugaben á 8 µl einer 10 g l
-1
 RL-Lsg. in 
0.5fach PP, Vorlage (TAM): 1.5 ml 0.5fach 
PP, 
MRL = 650 g mol
-1
, 10 g l
-1
 ≙ 15 mmol l-1 
(gerundete Werte) 
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Die Bestimmung der Oberflächenspannung in Abhängigkeit der Rhamnolipidkonzentra-
tion ergab einen Wert von 26 bzw. 28 mN m
-1
 in Wasser bzw. 0.5fach Phosphatpuffer. 
Die ermittelten cmc-Werte sind in beiden Medien identisch und spiegeln damit den sehr 
schwachen ionischen Charakter des Biotensids wider. Die Ermittlung der cmc des Rham-
nolipids ergab sowohl in destilliertem Wasser als auch in 0.5fach Phosphatpuffer einen 
Wert von etwa 75 mg l
-1
 (s. Abbildung 17), der mit den Angaben der Literatur /169/ gut 
übereinstimmt. 
 
Abbildung 17: Bestimmung der cmc von RL mittels Oberflächenspannungsmessung 
 cmc von RL in dest. H2O bzw. in 0.5fach PP, 
 Anwendung der Ringmethode, abgeschätzte cmc-Werte sind mit Pfeil gekennzeichnet 
 
Zur Vervollständigung der experimentellen cmc-Werte wurde abschließend die cmc des 
Trehalosetetraesters bestimmt. Bei diesem Biotensid wurde zu Beginn der Messungen 
beobachtet, dass das System Zeit zur Gleichgewichtseinstellung benötigt. So wurde bei-
spielsweise bei sofortiger Vermessung die Oberflächenspannung für eine Probenkonzen-
tration von 15 mg l
-1
 THL-4 in Wasser zu 39 mN m
-1
 bestimmt. Nach ca. zweistündiger 
Standzeit war der Messwert relativ stabil auf 29 mN m
-1 
abgesunken. Auch in der Litera-
tur wurde die Herabsetzung der Oberflächenspannung von Wasser durch Trehalose-
tetraester auf bis zu 26 mN m
-1
 beschrieben /36/, daher wurden für die Bestimmung der 
cmc die Messwerte nach 2 h Standzeit verwendet (s. Abbildung 18). Die cmc von THL-4 
in dest. H2O wurde mit 9 mg l
-1
 und in 0.5fach PP mit 6 mg l
-1
 ermittelt. Die Werte liegen 
c
RL
 in mg l
-1













RL in dest. H2O
RL in 0.5fach PP
cmc
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unterhalb der Angaben von Zimmermann. Hier wurde die cmc in Wasser mit 15 mg l
-1
 
angegeben. Die Proben wurden in dieser Arbeit allerdings sofort vermessen /13/. 
 
Abbildung 18: Bestimmung der cmc von THL-4 mittels Oberflächenspannungsmessung 
 cmc von THL-4 in dest. H2O bzw. in 0.5fach PP , 
 Anwendung der Ringmethode, abgeschätzte cmc-Werte sind mit Pfeilen gekennzeichnet 
 
4.1.3 Thermodynamische Charakterisierung der Mizellbildung 
Mit Hilfe der im Kapitel 4.1.1 und 4.1.2 bestimmten cmc-Werte ist es möglich die 
thermodynamischen Aspekte der Mizellbildung abzuleiten. Im Falle des Biotensids 
Rhamnolipid werden dabei die cmc-Werte aus den Oberflächenspannungsmessungen ver-
gleichend mit den Daten aus der Literatur /73/ betrachtet. Bereits im Kapitel 2.2.4 wurde 
die enge Verknüpfung der cmc mit der freien molaren Standardenthalpie      
  erläutert. 
Je kleiner die cmc eines Tensids, desto größer wird der Betrag von      
  und desto 
thermodynamisch begünstigter ist die Mizellbildung. Dies geht aus Gleichung 4 (s. S. 29) 
hervor. Des Weiteren kann die Standardentropie der Mizellbildung durch Anwendung der 
GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung (s. Glg. 5, S. 29) berechnet werden. Die entsprechenden 
Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengestellt. 
Die Mizellbildung ist oberhalb der cmc eine spontane Reaktion. Die cmc-Werte der ein-
zelnen (Bio-)Tenside unterscheiden sich um mindestens eine Größenordnung. Eine ent-
c
THL-4
 in mg l
-1













THL-4 in dest. H2O
THL-4 in 0.5fach PP
cmc
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sprechende Abstufung ergibt sich für die zugehörigen freien Mizellbildungsenthalpien. 
Dies führt zur thermodynamischen Begünstigung der Mizellbildung in der Reihe: 
SDS < RL < THL-4 
Allerdings steigt in dieser Reihe auch der relative Fehler der bestimmten cmc-Werte an, 
da insbesondere die Bestimmung mittels ITC bei sehr kleinen cmc-Werten an die Mess-
grenze gelangt. Sowohl für SDS (     
  exotherm) als auch für das Dirhamnolipid 
(     
  endotherm /73/) sind die Beträge der Standardmizellbildungsenthalpie vergleichs-
weise klein. Die Mizellbildung wird deutlich vom Beitrag der Entropie dominiert. Dies ist 
typisch für Reaktionen, bei denen der sogenannte hydrophobe Effekt im Mittelpunkt 
steht. Die geordnete Struktur des umgebenden Wassers wird durch die Tensidmonomere 
gestört und Verbindungsmöglichkeiten zur Wasserstoffbrückenbindung blockiert. Aus der 
Selbstaggregation zu Mizellen ergibt sich somit eine Verringerung der Oberfläche der 
hydrophoben Molekülteile zum Wasser, woraus wiederum eine Entropiezunahme für das 
umgebende Wasser resultiert. Den Werten aus der Tabelle 7 ist deutlich die beschriebene 
Entropiedominanz zu entnehmen, d. h. die Mizellbildung ist entropiegetrieben. 
 




































8.20 ± 0.01 
3.53 ± 0.11 
 
-21.86 ± 0.01 
-23.95 ± 0.08 
 
-0.99 ± 0.03 
-1.44 ± 0 04 
 
70.0 ± 0.1 

























































 NaCl, 5 mmol l
-1
 HEPES), σ aus Oberflächenspan-
nungsmessung, mittels Ringmethode  
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4.2 Wechselwirkung Tensid – Bakterium (inaktiv) 
Bereits im Kapitel 2.1.2 konnte anhand der Literatur gezeigt werden, welch vielfältige 
Aufgaben Biotenside für Bakterien erfüllen können. Eine mögliche Funktion der Tenside 
ist die Erhöhung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben Schadstoffen. Hierbei spielt u. a. 
der Einfluss auf die Oberflächenstrukturen von Bakterien eine wichtige Rolle. Adsorp-
tionsphänomene, Einlagerung in die Membran und Veränderungen dieser sollen hier nur 
kurz als Beispiele angeführt werden. Die thermodynamische Charakterisierung dieser Ef-
fekte liefert darüber hinaus weitere Kenntnisse über die Bedeutung des Tensideinflusses 
für den bakteriellen Stoffwechsel. 
Die Untersuchungen zur Wechselwirkung der (Bio-)Tenside mit den bakteriellen Zell-
oberflächen erfolgten methodisch analog zur Bestimmung der cmc. Dabei wurden Bakte-
riensuspensionen in 0.5fach Phosphatpuffer in der Messzelle vorgelegt und entsprechend 
Tensid zugegeben. Bereits während der ersten Experimente wurde deutlich, dass sich der 
Grundstoffmetabolismus (maintenance) der Bakterien störend auf die kalorimetrischen 
Untersuchungen auswirkt. Um diesen zu unterdrücken und quasi eine Inaktivierung der 
Bakterien zu erzielen, wurden zu Beginn verschiedene Strategien verfolgt. Zur Auswahl 
standen die Behandlung mit einer Phenol-Ethanol-Lösung, bakteriostatisch bzw. bakteri-
zid wirkende Antibiotika und das Abtöten der Bakterien durch Autoklavieren. 
Die Zugabe von 10 % einer 5 %igen Phenol-in-Ethanol-Lösung, wie sie u. a. bei der 
RNA-Extraktion verwendet wird, führte zu einer Verstärkung des mikrobiellen Wachs-
tums. Der Einsatz bakteriostatisch wirkender Antibiotika, z. B. Chloramphenicol, inhi-
bierte das Zellwachstum nicht vollständig. So wurde in einem weiteren Schritt ein Anti-
biotikum mit bakterizider Wirkung gewählt. Streptomycin gehört zur Gruppe der Ami-
noglykoside. Diese koppeln an die 30S-Untereinheit der Ribosomen an, wodurch fehler-
hafte Proteine gebildet werden. Letztendlich führt dies zur Lyse der Bakterien. Schwierig-
keiten bereitete die Optimierung der Dosierung des Antibiotikums: zu geringe Konzentra-
tionen führten zu einer Restaktivität der Bakterienkultur, zu hohe Konzentrationen förder-
ten die Lyse der Zellen. Die Wirksamkeit des Antibiotikums ist des Weiteren höher, wenn 
es in der Kultur verbleibt. Dies verursachte bei den ITC-Experimenten enorme thermische 
Effekte, welche auf die starken Wechselwirkungen zwischen Streptomycin und SDS 
zurückzuführen sind. Aus den Messungen ergab sich eine Verschiebung der cmc von 
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3.5 mmol l
-1
 auf 5.4 mmol l
-1
 für SDS und      
   betrug +8.8 kJ mol-1. Ein Waschschritt 
zur Entfernung des Antibiotikums in Vorbereitung der ITC-Experimente ist demnach 
unerlässlich. Bei der Autoklavierung der Bakteriensuspensionen ist mit der teilweisen 
Lyse der Zellen zu rechnen, allerdings kann der Stoffwechsel der Bakterien sicher ausge-
schaltet werden. Insbesondere unter dem Aspekt einer möglichst ressourcen- und um-
weltschonenden Arbeitsweise wurde daher die Verwendung des Autoklavens favorisiert. 
Zur Überprüfung der Intaktheit der Bakterienmembranen vor und nach der Autokla-
vierung erwies sich die Bestimmung der optischen Dichte als ein geeigneter Schnelltest. 
Der Anteil der lysierten Zellen konnte anhand der Reduzierung der OD abgeschätzt 
werden /170/. So neigte P. putida mt-2 stärker zur Lyse, als die Rhodococcus-Stämme, 
deren OD nahezu unverändert blieb. Ebenso sollte die Aufarbeitung der Bakterien-
kulturen direkt im Anschluss nach der Autoklavierung durchgeführt werden, um der voll-
ständigen Lyse der Zellen zuvorzukommen. Das weitere Vorgehen und die Möglichkeiten 
zur Auswertung der ITC-Experimente sollen nun in den folgenden Kapiteln am Beispiel 
der Untersuchung der Wechselwirkung von SDS mit den autoklavierten Bakterien-
suspensionen erläutert werden. 
 
4.2.1 Wechselwirkung mit SDS 
Die ITC-Experimente zur Wechselwirkung von SDS mit den Bakterienzelloberflächen 
wurden unter Variation folgender Parameter vorgenommen: 
 Biomassekonzentration am Beispiel des Stamms R .erythropolis B7g, 
 Bakterienstamm (Kultivierung auf einheitlicher C-Quelle: Benzoat) und 
 C-Quelle am Beispiel des Stamms R. opacus 1CP. 
Die zugehörigen Ergebnisse werden im Folgenden, einschließlich der thermodynami-
schen Betrachtung, vorgestellt. 
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4.2.1.1 Wechselwirkung in Abhängigkeit von der Biomasse 
Bei den Untersuchungen zeigte sich schon nach den ersten Versuchen eine deutliche Ab-
hängigkeit der detektierten Wärmemenge von der eingesetzten Biomasse (s. Abbildung 
19). Dazu wurden Bakteriensuspensionen (BS) in verschiedenen Verdünnungsstufen ein-
gesetzt. Die Stammlösung wurde üblicherweise um den Faktor 5 aufkonzentriert (BS-3). 
Von dieser wurden 1:2 (BS-2) bzw. 1:15 (BS-1) - Verdünnungen mit 0.5fach PP herge-
stellt. Details zu den im Einzelnen verwendeten Zellzahlen sind im Anhang A2 enthalten. 
Bei der Verwendung von sehr geringen Bakterienkonzentrationen war kein signifikanter 
Unterschied zur Demizellisierungsreaktion von SDS erkennbar. Eine messbare Wechsel-









 (P. putida) statt. Die Erhöhung der Bakte-
rienzelldichte führte im Weiteren zu einem Wechsel von der ursprünglich endothermen 
hin zu einer exothermen Reaktion. Dies wird nach Integration der entsprechenden Peak-
flächen bezogen auf die zugegebenen Mole Tensid noch deutlicher (s. Abbildung 20). Die 
Abhängigkeit der hervorgerufenen thermischen Reaktion von der Biomassekonzentration 
ist in den Abbildungen 19 und 20 am Beispiel des Stamms R. erythropolis B7g gezeigt. 
Die Anzucht der Kultur erfolgte auf Benzoat. Vergleichbare Ergebnisse lieferten auch die 
ITC-Experimente unter Verwendung von R. opacus 1CP bzw. P. putida mt-2. 
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Vergleich der Rohdaten der Titra-




der Bakterienkonzentration (Details s. 
Anhang): 
> BS-1 (1:15) 
> BS-2 (1:2) und 
> BS-3 (Stammlsg.); 
Bakteriensuspension des Stamms R. 
erythropolis B7g, kultiviert auf Ben-
zoat als C-Quelle 
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Bei der Diskussion der ITC-Ergebnisse unter Verwendung erhöhter Bakterienkonzentra-
tionen kann auf eine Arbeit von Hamberger und Landfester zurückgegriffen werden. 
Hierbei wurde die Interaktion von SDS mit Polystyrol-Nanopartikeln, deren Oberfläche 
zum Teil mit Acrylsäure modifiziert wurde, untersucht. Obwohl diese nur im weitesten 
Sinne mit den bakteriellen Strukturen vergleichbar sind, wurden ähnliche Kurvenverläufe 
dokumentiert /89/. So konnte die Unterteilung des Adsorptionsprozesses in verschiedene 
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Ermittlung der Wärme durch Inte-
gration der einzelnen Wärmeleis-
tungspeaks (bezogen auf zugegebene 




der Bakterienkonzentration (Details s. 
Anhang): 
> BS-1 (1:15) 
> BS-2 (1:2) und 
> BS-3 (Stammlsg.); 
Bakteriensuspension des Stamms R. 
erythropolis B7g, kultiviert auf Ben-




Kennzeichnung der verschiedenen Ad-
sorptionsbereiche (I - III) im Verlauf 
der Enthalpie (bezogen auf die zuge-
gebenen Mole SDS) für: 
> BS-2 (1:2) und 
> BS-3 (Stammlsg.), 
Bakteriensuspension des Stamms R. 
erythropolis B7g, kultiviert auf Ben-
zoat als C-Quelle 
 
; “effektive” cmc(BS) ist mit Pfeilen 
gekennzeichnet 
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Für die Bakteriensuspensionen BS-2 und BS-3 wurde zu Beginn jeweils ein exothermes 
Signal detektiert. Dies ist verbunden mit der Reaktion des SDS mit der Bakterienzellober-
fläche (Abschnitt I). Je höher die Bakterienzelldichte, desto größer der Betrag der 
Enthalpie der ersten Zugaben. Durch die weitere Zugabe von Tensid erhöht sich die 
Packungsdichte auf der Bakterienzelloberfläche und repulsive, insbesondere elektro-
statische Kräfte schwächen die Adsorption ab. Es ist eine Plateaubildung zu beobachten 
(Abschnitt II). Das thermische Niveau dieses Plateaus ist wiederum abhängig von der 
eingesetzten Biomassekonzentration. Bei BS-2 ist die Reaktion bereits vollständig endo-
therm. Ursache hierfür ist die parallel ablaufende endotherme Demizellisierung von SDS, 
deren Einfluss auf das thermische Signal zunimmt. Ist die gesamte Bakterienzellober-
fläche mit Tensidmolekülen belegt, so können sich auch im Medium Mizellen bilden. 
Dies ist analog zu den Demizellisierungsexperimenten am Wendepunkt erkennbar. Aus 
diesem ist in Abschnitt III eine „effektive“ cmc, hier als cmc(BS) bezeichnet, bestimmbar 
(s. Kapitel 4.2.1.4). Am Ende der Titration ist dann lediglich die Verdünnungsenthalpie 
detektierbar, welche zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Messkurven gleich Null 
gesetzt wurde. 
Wie bereits erwähnt, wurden in der Arbeit von Hamberger und Landfester Polystyrol-
partikel, die mit unterschiedlichen Gehalten an Acrylsäure als funktioneller Gruppe modi-
fiziert wurden, untersucht. Hierbei zeigte sich, dass, je mehr Acrylsäure auf der Ober-
fläche der Partikel gebunden war, desto weniger exotherm waren die Signale im Ab-
schnitt I. Dies wird auf die zunehmende Hydrophilie der Teilchen und der damit verbun-
denen Reduzierung der hydrophoben Wechselwirkung mit SDS zurückgeführt /89/. Ana-
log sollte eine Differenzierung der hier verwendeten Bakterienstämme möglich sein. Die 
beiden Stämme der Gattung Rhodococcus besitzen im Vergleich zum Gram-negativen 
Pseudomonas putida Stamm mt-2 eine wesentlich hydrophobere Zelloberfläche /53/. Dies 
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4.2.1.2 Wechselwirkung in Abhängigkeit vom Bakterium 
Die im Kapitel 4.2.1.1 dargestellten Enthalpien der Wechselwirkung von SDS mit den 
Bakterienzelloberflächen setzen sich jeweils aus der Demizellisierungsreaktion von SDS 
(endotherm) und der exothermen Enthalpie der Adsorption dieses Tensids an der Ober-
fläche der Bakterien zusammen. Zur Gegenüberstellung der reinen Wechselwirkung 
Bakterium – Tensid muss daher die Demizellisierungswärme, als zugehöriger Blindwert, 
von der Gesamtreaktion subtrahiert werden. Des Weiteren war die Ausgangskonzentra-
tion der Biomasse, die in der kalorimetrischen Messzelle vorgelegt wurde, für die einzel-
nen Bakterienstämme sehr unterschiedlich. Aus diesem Grund wird die gemessene 
Wärme nicht wie üblich auf die zugegebenen Mole SDS, sondern auf die eingesetzte Bio-
masse bezogen. Die Ermittlung der Biomasse erfolgte dabei auf Basis der während der 
Probenaufbereitung gemessenen OD-Werte (s. Anhang A3). Auf diese Weise konnten die 
Wechselwirkungsreaktionen von SDS mit den unterschiedlichen Bakterienstämmen 
direkt miteinander verglichen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 zusammen-
gestellt. Hierbei wurden aus den durchgeführten Messungen Mittelwerte gebildet. Diesen 
liegen mindestens 4 Einzelmessungen zugrunde. In der Grafik sind zudem die Standard-
abweichungen der Enthalpien im Abschnitt II der ITC-Kurve (erstes Plateau, s. 
Abbildung 21) angegeben. 
 
Abbildung 22: Verlauf der Enthalpie bezogen auf die eingesetzte Biomasse 
Vergleich der verwendeten Bakterienstämme R. opacus 1CP, R. erythropolis B7g und P. putida mt-2, 
C-Quelle: Benzoat (Bzt); ITC: jeweils 25 Zugaben á 8 µl einer 60 mmol l
-1
 SDS-Stammlsg. in die BS 
c
SDS
 in mmol l
-1





















SDS in BS von 1CP auf Bzt
SDS in BS von B7g auf Bzt
SDS in BS von Pp mt-2 auf Bzt
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Es ist ersichtlich, dass sowohl die Wärmen in Abschnitt I als auch das Niveau des ersten 
Plateaus der integrierten Werte (Abschnitt II) für die drei verwendeten Bakterienstämme 
deutlich unterschiedlich sind. Für den Stamm R. opacus 1CP liegt das Plateau bei 
(-69 ± 6) J mol
-1
 Biomasse und für die beiden anderen Stämme bei wesentlich exo-
thermeren Werten von (-163 ± 6) J mol
-1
 Biomasse für R. erythropolis B7g und 
(-205 ± 14) J mol
-1
 Biomasse für P. putida mt-2. In Anlehnung an die Ergebnisse von 
Hamberger und Landfester wurde jedoch die Abstufung der Wechselwirkungsenthalpien 
aufgrund der unterschiedlichen Beschaffenheit der verwendeten Bakterienspezies in um-
gekehrter Reihenfolge erwartet. Die im Vergleich zu den eher hydrophoben Rhodo-
coccus-Stämmen stark exotherme Wechselwirkung des Stamms P. putida (hydrophiles 
Bakterium) kann folglich nicht auf die hydrophobe Wechselwirkung mit SDS zurückge-
führt werden. Allerdings ist bei diesem Bakterienstamm zusätzlich zur Anlagerung an die 
Zelloberfläche u. a. die Einlagerung des Tensids in die äußere Membran denkbar. Keller 
et al. beschreiben eine derartige Reaktion von SDS mit einer Modellmembran aus POPC-
Vesikeln. Hierbei wurde eine Reaktionswärme von ca. -3 kJ mol
-1
 (POPC) ermittelt /10/. 
Eine weitere Erklärung für die vergleichsweise hohen negativen Enthalpiewerte ist in der 
stärkeren Schädigung der Bakterienzellen durch die Autoklavierung zu sehen. Bereits 
anhand der ermittelten OD-Werte vor und nach dem Erhitzen der Bakterienkulturen 
wurde ersichtlich, dass bis zu 80 % der Zellen von P. putida lysieren. Bei den Rhodo-
coccen waren es lediglich ca. 10-15 %. Die lysierten Zellen werden bei der Probenvor-
bereitung durch Zentrifugierung abgetrennt. Dennoch ist davon auszugehen, dass auch die 
Membranen der Bakterienzellen, die für die ITC-Messung eingesetzt wurden, stärker ge-
schädigt waren. Das zugegebene SDS kann somit besser mit den denaturierten Membran-
proteinen wechselwirken. Chamani et al. zeigen in ihrer Arbeit, dass durch die Zugabe 
von geringen Konzentrationen SDS die Renaturierung von Proteinen möglich ist. Diese 
Reaktion ist deutlich exotherm (bis zu -11.7 kJ mol
-1
 SDS bzw. -15.6 kJ mol
-1
 Cytochrom 
c) /171/. Dies ist gut mit den unerwartet hohen Enthalpiewerten (bis ca. -8.5 kJ mol
-1 
SDS 
bzw. etwa -0.4 kJ mol
-1
 Biomasse) zu Beginn der Wechselwirkungsreaktion zwischen P. 
putida und SDS vereinbar. Die unterschiedlichen Werte bezogen auf die Protein- bzw. 
Biomassekonzentration sind darauf zurückzuführen, dass die verwendete Biomasse nur 
anteilig aus (Membran-)Proteinen besteht. Bei weiterer Zugabe von SDS setzt anschlie-
ßend die gegenläufige Wirkung des Tensids ein. Die exotherme Renaturierung der Prote-
ine wird durch die endotherme Lyse der Zellen abgeschwächt /96, 170/. Für den P. putida 
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Stamm mt-2 ist dies wahrscheinlich die primäre Ursache für die Ausbildung des Plateaus 
in Abschnitt II. Anschließend wird die Enthalpie bis zur Lyse aller Zellen in Abschnitt III 
zunehmend endothermer. 
Im Gegensatz dazu ist die Schädigung der Zellen der Rhodococcen aufgrund ihrer dicken, 
schützenden Schicht aus Peptidoglycan kaum von Bedeutung. Im Vergleich zu Gram-
negativen Bakterien ist hier keine Membran als äußerste Hülle zu finden. Die Oberfläche 
dieser Stämme setzt sich stattdessen aus einem Geflecht aus Mycolsäuren zusammen (s. 
auch Abbildung 23). Die gemessene Wärme ist daher, analog zur Arbeit von Hamberger 
und Landfester (s. Kapitel 4.2.1.1), auf die hydrophobe Wechselwirkung mit der Bakte-
rienzelloberfläche, insbesondere den hydrophoben Mycolsäuren /172/, zurückzuführen. 
 
 
Abbildung 23: Prinzipieller Aufbau der Zellwand von Bakterien 
Aufbau A) eines Gram-positiven Actinobakteriums und B) eines Gram-negativen Bakterienstamms /163/ 
 
4.2.1.3 Wechselwirkung in Abhängigkeit vom Substrat 
Die Zusammensetzung der Zelloberfläche von Bakterienstämmen, wie beispielsweise den 
Rhodococcen, ist von den Kultivierungsbedingungen, vor allem vom Wachstumssubstrat, 
abhängig /55, 140/. Daher wurden für die Wechselwirkungsuntersuchungen mittels ITC 
Kulturen auf unterschiedlichen C-Quellen vorbereitet. Im Fokus standen hierbei Benzoat 
als Referenzsubstrat und n-Hexadecan als hydrophober Schadstoff. Beim Wachstum auf 
Letzterem bilden die Stämme 1CP und B7g ein eigenes Biotensid (Trehalosedicorynomy-
colat /11/ bzw. Trehalosetetraester /13, 14/). Bereits beim Vergleich der Rohdaten der 
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kalorimetrischen Titration von SDS mit den entsprechenden Bakteriensuspensionen die-
ser Stämme ist ein deutlicher Unterschied in der Wechselwirkungsreaktion erkennbar. In 
Abbildung 24 ist die ITC-Kurve am Beispiel des Stamms 1CP gezeigt. Für beide Experi-
mente wurde etwa die gleiche Biomassekonzentration (5.0 bzw. 3.5 mmol l
-1
) vorgelegt. 
Die Signale der Titration der Benzoat-Kultur werden von der endothermen Demizellisie-
rung des SDS dominiert. Die Reaktionen sind nach den einzelnen Tensidzugaben schon 
nach wenigen Minuten abgeschlossen. Die Wechselwirkungen mit den Hexadecan-Kultu-
ren hingegen beginnen zunächst mit einer schnellen, endothermen Demizellisierung, die 
jedoch umgehend von einer exothermen Adsorptionsreaktion überlagert wird. Erst nach 
etwa einer halben Stunde ist diese dann weitestgehend abgeschlossen. Die hydrophobe 
Wechselwirkungsreaktion zwischen der Bakterienzelloberfläche und SDS scheint hier 
folglich größeren Einfluss auf die Gesamtreaktion zu haben. 
 
 
Dieser Einfluss findet sich auch bei der Auftragung der Peakflächen nach der Integration, 
bezogen auf die zugegebenen Mole SDS, wieder. In Abbildung 25 ist der Verlauf der 
Wärme der obigen Rohdaten nach Subtraktion der Demizellisierung von SDS und an-
schließender Normierung auf die eingesetzte Biomasse dargestellt (s. auch Kapitel 
4.2.1.2). Die freigesetzte Wärme in Abschnitt I ist bei der Kultur des Stamms 1CP, wel-
che auf Hexadecan als Substrat gewachsen ist, größer. Entsprechend ist das Niveau des 
Plateaus in Abschnitt II geringer. Bei der Verwendung von Benzoat als C-Quelle liegt das 
Plateau, wie bereits erwähnt, bei einem Wert von -69 J mol
-1
 Biomasse (s. Kapitel 
t in h










SDS in BS von 1CP auf Bzt
SDS in BS von 1CP auf Hexadecan
Abbildung 24: 
Wechselwirkung von SDS mit dem 
Stamm 1CP in Abhängigkeit des Sub-
strats 
Vergleich der Rohdaten der Titration 
(ITC) von SDS in eine BS vom Stamm 
1CP kultiviert auf: 
-Benzoat (c(Biomasse) = 5.0 mmol l
-1
) bzw. 
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4.2.1.2). Für die Hexadecan-Kulturen ergab sich das Plateau zu (-92 ± 10) J mol
-1
 Bio-
masse. Beim Wachstum auf n-Hexadecan sind die hier verwendeten Rhodococcen für die 
Bildung eigener Biotenside bekannt /12, 13/. Diese Trehaloselipide sind meist zellwand-
gebunden. Aufgrund ihrer Struktur können sie zu einer Erhöhung der Hydrophobizität der 
Bakterienzellhülle beitragen. Eine solche Veränderung der Zelloberfläche durch die zell-
interne Biotensidproduktion auf n-Hexadecan spiegelt sich auch in den dargestellten ITC-
Ergebnissen wider. Die beobachtete Exothermie ist somit ein Maß für die Hydrophobizi-
tät der Bakterienoberfläche. Aus den Ergebnissen kann demnach mit Hilfe der ITC eine 
Aussage zum hydrophoben Charakter von Bakterienstämmen wie R. opacus 1CP bzw. R. 




Anhand der oben dargestellten Ergebnisse wird deutlich, dass eine hohe Exothermie stets 
mit starken Wechselwirkungen zwischen dem Tensid und den Bakterienzellen verbunden 
ist. Ursache hierfür kann u. a. die Adsorption von SDS an der Oberfläche (hydrophobe 
Wechselwirkung) sein. Als Summensignal erfasst die detektierte Wärme aber auch wei-
tere Teilreaktionen. Dies führt beim direkten Vergleich von verschiedenen Bakterien-
stämmen aufgrund der Komplexität des Gesamtsystems „Bakterienzelle“ zu Problemen. 
Allerdings ist bei der Untersuchung eines bestimmten Bakterienstamms die freigesetzte 




 in mmol l
-1




















SDS in BS von 1CP auf Benzoat
SDS in BS von 1CP auf Hexadecan
Abbildung 25: 
Enthalpieverlauf der Wechselwirkung 
von SDS mit dem Stamm 1CP in Ab-
hängigkeit des Substrats 
Enthalpie bezogen auf die eingesetzte 
Biomasse des Stamms 1CP, kultiviert auf 
Benzoat bzw. n-Hexadecan als C-Quelle, 
s. auch Abbildung 24 
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4.2.1.4 Thermodynamik der Wechselwirkung SDS – Bakterium und Ermittlung der cmc(BS) 
Abgesehen von der Auswertung der Plateauwärme im Abschnitt II der Titrationskurve 
können noch weitere Daten anhand der bisher diskutierten Experimente ermittelt werden. 
Durch die Adsorption der Tensidmonomere an die Bakterienzelloberfläche wird erwar-
tungsgemäß eine scheinbare Zunahme der cmc, hier als cmc(BS) bezeichnet, beobachtet (s. 
Abbildung 21 und Abbildung 26). Diese „effektive“ cmc kann in Anlehnung an die 
Arbeit von Hamberger und Landfester /89/ zur Ermittlung der durchschnittlichen Bela-
dung der einzelnen Bakterienzellen mit SDS-Molekülen herangezogen werden. Für das 








(                )  
       
  
      
      
    (11) 
NA ist hierbei die AVOGADRO-Konstante. Die Anzahl der Bakterienzellen (B) wurde un-
abhängig durch die Bestimmung der Koloniebildenden Einheiten (engl. colony forming 
unit, CFU) ermittelt. 
Die Messungen mit stark verdünnten Bakteriensuspensionen (BS-1) wurden für die Aus-
wertung nicht berücksichtigt. Die erhaltenen cmc(BS)-Werte lagen hier im Fehler der cmc 
von SDS. Für die höher konzentrierten Bakteriensuspensionen BS-2 bis BS-4 ergaben 
sich unabhängig vom Bakterienstamm effektive cmc(BS)  im Bereich von ca. 3.7 bis 
6.5 mmol l
-1
. Nach Gleichung 11 ergibt sich mit den entsprechenden Zellzahlen (s. 
Tabelle 8) für R. opacus 1CP ein Verhältnis von etwa 8·10
9
 SDS-Molekülen pro Bak-
terienzelle, für R. erythropolis B7g von ca. 1.6·10
10
 SDS-Molekülen pro Bakterienzelle 
und für P. putida mt-2 von 1.6·10
11
 SDS-Molekülen pro Bakterienzelle. Unter der An-
nahme, dass ein Bakterium einen Durchmesser von ca. 2 µm aufweist, steht den Tensid-
molekülen eine Oberfläche von ca. 12.6 µm
2




Verhältnisse ergibt sich daraus ein Platzbedarf (Asurf) von ca. 0.002 nm
2
 (1CP), 0.001 nm
2
 
(B7g) bzw. 0.0001 nm
2
 (Pp mt-2) für jedes einzelne SDS-Molekül (s. Tabelle 8). 
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Tabelle 8: Auswertung der cmc(BS)-Werte ausgewählter Experimente 
Stamm Zellzahl 
















































B7g 2.3 4.1 0.6 1.6·10
10
 0.8 
Pp mt-2 0.23 4.1 0.6 1.6·10
11
 0.1 
cmc(SDS) =       
   mol l
-1
 (Mittelwert aus ITC-Experimenten, s. Kapitel 4.1.1.1), 
*SDS-Moleküle pro Bakterienzelle 
 
Laut Literatur sollte der Platzbedarf eines SDS-Moleküls in einer Monolage jedoch etwa 
0.4 nm
2




) macht deutlich, 
dass die Wechselwirkung zwischen SDS und den Bakterienzellen wesentlich vielfältiger 
als die angenommene einfache Adsorption der Moleküle auf der Oberfläche ist. Dies be-
kräftigt ebenfalls die Erklärung der hohen Exothermie bei der Reaktion mit dem Gram-
negativen P. putida Stamm mt-2 (s. Kapitel 4.2.1.2). Abgesehen von der Adsorption an 
c
SDS
 in mmol l
-1





















Ermittlung der cmc(BS) 
Enthalpieverlauf (bezogen auf zuge-
gebene Mole SDS) für Bakterien-
suspensionen mit steigender Bakte-
rienkonzentration 
(Details s. Anhang): 
> BS-2 (1:2), 
> BS-3 (Stammlsg. 5) und 
> BS-4 (Stammlsg. 12.5); 
Bakteriensuspension des Stamms R. 
opacus 1CP, kultiviert auf Benzoat 
als C-Quelle, (“effektive”) cmc(BS) ist 
mit Pfeilen gekennzeichnet 
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der Bakterienzelloberfläche müssen noch wesentlich komplexere Reaktionen im System 
stattfinden. Die große Anzahl von Tensidmolekülen pro Bakterienzelle zeigt aber auch, 
dass selbst bei den Rhodococcus-Stämmen 1CP und B7g weitere Reaktionen abgelaufen 
sind. Denkbar ist u. a. die Solubilisierung bzw. Lyse der Zellen bei höheren Tensid-
konzentrationen (Abschnitt III). Dies würde die Verringerung der Wechselwirkungs-
enthalpie beim Übergang von Abschnitt II zu III in Abbildung 22 und Abbildung 25 
erklären. Detaillierte Aussagen zu den komplexen Vorgängen der betrachteten Wechsel-
wirkungen können mit der gewählten Messmethode nicht getroffen werden. 
Zur Charakterisierung der Wechselwirkungsreaktion von SDS mit den Bakterienzellen 
können schließlich auch weitere thermodynamische Größen wie die Gleichgewichts-
konstante K
+
 sowie die freie Standardenthalpie ΔG
0
 und die Standardentropie ΔS
0
 ermit-
telt werden. Dies wurde mit Hilfe eines am Institut für Physikalische Chemie der TU 
Bergakademie Freiberg entwickelten Simulationsprogramms auf MATLAB-Basis reali-
siert. Grundlage hierfür bildet die gemessene Wärme q pro Injektion. Weitere Eingangs-
größen sind die Konzentration der Reaktionspartner (Tensidlösung und Bakteriensuspen-
sion), das Volumen der Reaktionslösung und die Anzahl und das Volumen der einzelnen 
Tensidzugaben während des kalorimetrischen Titrationsexperiments. Das Programm 
ermöglicht die Auswertung anhand verschiedener Modellreaktionen. Dazu zählen bei-
spielsweise die simple Reaktion A + B ⇄ AB, aber auch das Analogon: A + nB ⇄ ABn, 
wobei A und B in Form von n identischen Gleichgewichten miteinander zu ABn reagie-
ren. Letzteres spiegelt prinzipiell die Demizellisierung (A = B) bzw. eine Art Misch-
mizellbildung zweier Amphiphile wider. Bei der Wechselwirkung von SDS mit den 
Bakterienzellen erwies sich die Anwendung eines Modells mit zwei unabhängigen 
Bindungsstellen als geeignet. So ist vorstellbar, dass zum einen die Reaktion zwischen 
Tensid und Bakterium und zum anderen eine Tensid-Tensid-Wechselwirkung stattfindet 
/174/. Die Modellierung erfolgte auf der Basis eines least-square-fittings. 
Aus der Simulation ergibt sich zunächst Kc als Gleichgewichtskonstante. Unter der An-
nahme idealer Bedingungen kann diese jedoch mit K
+
 gleichgesetzt werden. Für die 
erfolgreiche Auswertung der Messdaten sind bestimmte Randbedingungen zu erfüllen. 
Kirchner weist in seiner Arbeit auf den großen Fehler bei der Ermittlung der Größe K
+
 
außerhalb bestimmter Grenzen hin. Der Wert von K
+
 sollte dabei im Allgemeinen mög-




 liegen. Ein wichtiger Einflussfaktor auf die 
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Genauigkeit von K
+
 stellt in diesem Zusammenhang auch das Konzentrationsverhältnis 
der Reaktionspartner dar. Komponente B, hier das Tensid SDS, sollte möglichst im Über-
schuss eingesetzt werden. Um einen noch größeren Bereich von K
+
-Werten sicher aus-
werten zu können, ist die Herabsetzung der Konzentrationen beider Reaktionspartner im 
gleichen Verhältnis hilfreich /175/. Der Verringerung der eingesetzten Konzentrationen 
steht jedoch die Detektionsgrenze des Kalorimeters gegenüber. So muss ein Kompromiss 
zwischen Detektierbarkeit und der anschließenden sinnvollen Auswertbarkeit der Daten 
erzielt werden. Anhand der durchgeführten Experimente sollen nun beispielhaft sowohl 
zielführende Strategien, als auch gewisse Einschränkungen bezüglich der Auswertung 
kurz vorgestellt werden. 
Für die Nutzung des Simulationsprogramms ist die Eingabe von molaren Konzentrationen 
zwingend erforderlich. Daher musste vor der Auswertung der ITC-Messungen eine mo-
lare Biomassekonzentration definiert werden. Details zur Berechnung sind im Anhang A3 
zu finden. Im Wesentlichen wurde dabei zunächst ein Zusammenhang zwischen der opti-
schen Dichte der Bakteriensuspension und der Trockenmasse der Bakterien erstellt. Somit 
konnte aus der einfachen Bestimmung des OD-Wertes einer Kultur die zugehörige Masse 
ermittelt werden. Des Weiteren war die Zusammensetzung der Biomasse, angegeben als 
C-Mol, und die entsprechende Molmasse bekannt. Auf diese Weise war die Berechnung 
einer molaren Biomassekonzentration möglich. 
Wie oben bereits angesprochen, ist die Optimierung des Konzentrationsverhältnisses von 
SDS zu Bakteriensuspension von großer Bedeutung. Die Konzentration der Tensidlösung 
war aufgrund der Demizellisierungsexperimente (s. Kapitel 4.1.1.1) auf 60 mmol l
-1
 fest-
gelegt. Variationen waren dementsprechend nur für die eingesetzte Biomassekonzentra-
tion realisierbar. Die Abhängigkeit der Wechselwirkungsreaktion von der Biomasse 
wurde im Kapitel 4.2.1.1 diskutiert. Die gemessenen Wärmen waren hierbei teilweise 
sehr klein. Um möglichst hohe thermische Effekte zu erzielen, wurden daher noch zusätz-
liche Experimente mit vergleichsweise hochkonzentrierten Bakteriensuspensionen durch-
geführt (Aufkonzentrierung um den Faktor 12.5 statt 5, s. z. B. Abbildung 26). Für diese 
Messungen war allerdings aufgrund des zu geringen Verhältnisses von SDS zu Bakterien-
suspension keine sinnvolle Auswertung mit Hilfe des Simulationsprogramms möglich. Zu 
guten Ergebnissen führten die ITC-Experimente unter Verwendung von konzentrierten 
Bakteriensuspensionen (bis etwa 10 mmol l
-1
 Biomasse, entspricht BS-3). Das verwen-
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dete Modell für zwei unabhängige Bindungsstellen konnte die beiden Teilreaktionen 
Wechselwirkung Tensid-Bakterium (T-B) und Wechselwirkung Tensid-Tensid (T-T) gut 





 (s. Tabelle 9). Unter den gewählten Messbedingungen ist der Fehler dieser Größe mit 
bis zu 10 % akzeptabel /175/. 
 
Tabelle 9: Thermodynamische Gleichgewichtskonstante K
+
 für die Wechselwirkung der Teilreak-
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Beim Vergleich der angegebenen Gleichgewichtskonstanten wird ersichtlich, dass die 
jeweiligen Teilreaktionen für die einzelnen Bakterienstämme etwa die gleiche Größen-
ordnung aufweisen. Die Gleichgewichtskonstante für die Wechselwirkung Tensid-Bakte-




 höher als die der Tensid-Tensid-Wechselwirkung mit 
etwa 10
4
. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch De et al., deren Werte für K
+
 der 
Reaktion zwischen Protein und Nanopartikeln (funktionalisiert mit Aminosäuren) im 
Bereich 10
7
 und die der Protein-Protein-Wechselwirkung bei ca. 10
5
 lag /174/. Eine 
Differenzierung zwischen den verwendeten Bakterienstämmen ist jedoch nicht möglich. 





 und Entropie ΔS
0
, der Wechselwirkungsreaktionen in Abbildung 27 
sichtbar. Auf der linken Seite sind zum Vergleich die entsprechenden Größen für die 
Mizellbildung von SDS in Wasser bzw. 0.5fach Phosphatpuffer eingefügt. Für die 
Bakterienstämme 1CP, B7g und Stamm mt-2, welche auf Benzoat als C-Quelle kultiviert 
wurden, sind die zwei Teilreaktionen jeweils nebeneinander dargestellt. So ist gut 
erkennbar, dass die molare freie Standardenthalpie der Tensid-Tensid-Wechselwirkung 
und      
  der Mizellbildung von SDS in Phosphatpuffer sehr ähnlich sind. Im Gegensatz 
dazu hebt sich die Wechselwirkung Bakterium-Tensid deutlich ab. Diese ist thermo-
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dynamisch begünstigt. Darüber hinaus wird anhand der Darstellung der Einfluss des 
entropischen Beitrags (TΔS
0
) anschaulich. Dieser liefert den Hauptbeitrag zur freien Stan-
dardenthalpie. Die untersuchten Wechselwirkungen sind demnach entropiegetrieben. 
 
Abbildung 27: 
Thermodynamische Charakterisierung der Reaktion von SDS mit den Bakteriensuspensionen 
Gegenüberstellung der molaren freien Standardenthalpie ΔG
0
, der molaren Standardenthalpie ΔH
0
 und des 
entropischen Beitrags TΔS
0
 (bezogen auf SDS) für (v. l.): Die Mizellbildung von SDS in Wasser und 
0.5fach PP, Stämme 1CP, B7g und Pp mt-2, kultiviert auf Benzoat als C-Quelle, Teilreaktionen Tensid-
Bakterium (T-B) und Tensid-Tensid (T-T) 
 
4.2.2 Wechselwirkung mit Rhamnolipid 
Die Funktion von Biotensiden für deren mikrobielle Produzenten ist sehr vielfältig (s. 
Kapitel 2.1.2). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist insbesondere der Einfluss auf die 
Erhöhung der Bioverfügbarkeit von Schadstoffen von Interesse. Hierfür spielt u. a. die 
Modifizierung der bakteriellen Oberfläche durch das Tensid eine große Rolle. Nach der 
thermodynamischen Charakterisierung der Wechselwirkung der Bakterienkulturen mit 
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Fokus. Analog zu den Experimenten mit SDS wurden auch hier Untersuchungen in 
Abhängigkeit der eingesetzten Biomasse durchgeführt. Die Ausprägung dieser war 
allerdings wesentlich geringer. In Abbildung 28 ist der Verlauf der Enthalpie bezogen auf 
die zugegebenen Mole Rhamnolipid für unterschiedlich konzentrierte Bakteriensuspen-
sionen des Stamms 1CP gezeigt. Zur Gegenüberstellung sind außerdem die integrierten 
Werte eines Demizellisierungsexperiments abgebildet (s. auch Kapitel 4.1.1.2). Vor allem 
die höher konzentrierten Bakteriensuspensionen führen zu Beginn der Titration zu 
exothermeren Reaktionen. Diese sind in Analogie zu den Ergebnissen mit SDS auf hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen Tensid und Bakterienzelloberfläche zurückzuführen. 
Reaktionspartner sind jedoch nicht Tensidmonomere wie bei SDS, sondern überwiegend 
Mizellen. Dies erschließt sich aus der konzentrationsabhängigen Bestimmung der Ober-
flächenspannung (s. Kapitel 4.1.2). Demnach wird die cmc von Rhamnolipid bereits 
innerhalb der ersten 1-3 Zugaben überschritten. Obwohl eine Veränderung des thermi-
schen Effekts ausgehend vom Demizellisierungsexperiment hin zur Wechselwirkung mit 
hochkonzentrierten Bakteriensuspensionen feststellbar ist, kommt es nicht zu einer Pla-
teaubildung. Ursache hierfür ist wahrscheinlich eben diese Reaktion der Bakterien mit 
den Mizellen. 
In einem weiteren Schritt wurden Experimente unter Variation der Bakterienstämme 
vorgenommen. Die Wechselwirkungsreaktion wurde wiederum um die Reaktionswärme 
der Demizellisierung korrigiert. Das Ergebnis nach Normierung auf die eingesetzte Bio-
masse ist für R. opacus 1CP und P. putida mt-2 in Abbildung 29 zu sehen. Die Reaktion 
des Gram-negativen Stamms mt-2 ist auch hier deutlich exothermer. Zusätzlich zur 
hydrophoben Wechselwirkung muss eine weitere Reaktion stattfinden. Eine Möglichkeit 
besteht in der Ablösung der Lipopolysaccharide (LPS) von der Oberfläche von P. putida 
und deren Komplexierung durch die Rhamnolipidmoleküle bzw. -mizellen. Gleicher-
maßen nimmt auch die Hydrophobizität der Bakterienzellen zu /23/. Die hydrophobe 
Wechselwirkung zwischen Tensid und der bakteriellen Zelloberfläche wird somit eben-
falls erhöht. Wie bereits bei der Reaktion mit SDS diskutiert, kann eine Einlagerung in 
die äußere Membran des Gram-negativen Stamms nicht ausgeschlossen werden (s. Kapi-
tel 4.2.1.2). Hierbei ist anzumerken, dass Aranda et al. für eine vergleichbare Reaktion 
eines Dirhamnolipids mit einer Phospholipidmembran einen positiven Enthalpiewert 
nachgewiesen haben. Die Einlagerung ist jedoch nur der erste Schritt, der dann 
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Abbildung 28:  
Enthalpieverlauf der Wechselwirkung von RL mit dem Stamm 1CP in Abhängigkeit der Biomasse-
konzentration (bezogen auf zugegebene Mole RL) für: 
-0.5fach Phosphatpuffer (Verdünnung), 
-Bakteriensuspensionen mit steigender Bakterienkonzentration (Details s. Anhang): 
 BS-1 (1:15), BS-2 (1:2), BS-3 (Stammlsg. 5) und BS-4 (Stammlsg. 12.5), 




Verlauf der Enthalpie der Wechselwirkung mit RL bezogen auf die eingesetzte Biomasse 
Vergleich der verwendeten Bakterienstämme R. opacus 1CP und P. putida mt-2, kultiviert auf Ben-
zoat (Bzt) als C-Quelle 
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im Weiteren zur Destabilisierung (leakage) der Zellen führt /176/. Die dadurch freigesetz-
ten Proteine können nun wiederum mit dem Biotensid Rhamnolipid reagieren. Diese 
Komplexierung ist erneut exotherm (-16.5 kJ mol
-1
 diRL, 0.1 mmol l
-1
 BSA) /177/. Zu-
sätzlich zur Rhamnolipid-induzierten Leckage der Bakterienzellen des Stamms mt-2 
spielt auch an dieser Stelle die stärkere Schädigung der Membran durch die Autoklavie-
rung während der Probenvorbereitung eine wichtige Rolle (s. Kapitel 4.2.1.2). Der 
exotherme Effekt der Wechselwirkung der Bakterienzellen mit Rhamnolipid bezogen auf 
die eingesetzte Biomasse ist folglich nicht repräsentativ für die Hydrophobizität der 
untersuchten Stämme. 
Zur Vervollständigung der Ergebnisse erfolgte abschließend die Modellierung der Daten 








). Hierbei wurde 
die Modellreaktion von A und B zu ABn  mit n identischen Gleichgewichten verwendet. 
Aufgrund des sehr kleinen Konzentrationsverhältnisses cB / cA (s. Kapitel 4.2.1.4) war nur 
eine Abschätzung der Gleichgewichtskonstanten K
+
 möglich. Diese lag für alle Bakte-




. Die freie Standardenthalpie wurde somit 
im Bereich von etwa -20 bis ca. -25 kJ mol
-1
 ermittelt. Im Gegensatz zur Wechsel-
wirkungsreaktion mit SDS ist bei der Verwendung des Rhamnolipids damit die Mizell-
bildung (     
 = -32 kJ mol
-1
) gegenüber der Bakterium-Tensid-Wechselwirkung thermo-
dynamisch begünstigt. 
 
Die Untersuchung der Wechselwirkung des Trehalosetetraesters (THL-4) mit den inakti-
ven Bakterienzellen war mit Hilfe der hier durchgeführten kalorimetrischen Messungen 
nicht möglich. Die thermischen Effekte zur Ermittlung der cmc dieses Biotensids lagen 
bereits unterhalb der Messgrenze der eingesetzten Kalorimeter. Auf weitere Experimente 
bezogen auf THL-4 wurde daher an dieser Stelle verzichtet. 
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4.3 Wechselwirkung Tensid – Bakterium (aktiv) und der Einfluss auf das bakte-
rielle Wachstum 
Nach der thermodynamischen Charakterisierung der Wechselwirkung der inaktiven Bak-
terienzellen mit den (Bio-)Tensiden steht in diesem Kapitel nun der Einfluss der Tenside 
auf das bakterielle Wachstum auf hydrophoben Schadstoffen im Mittelpunkt. Die Kalo-
rimetrie ist hier die Methode der Wahl. Insbesondere die untersuchten Rhodococcus-
Stämme neigen beim Wachstum u. a. auf n-Hexadecan, welches als Modellsubstrat dient, 
zur Aggregatbildung. Die Anwendung klassischer mikrobiologischer Methoden wie die 
Verfolgung der optischen Dichte ist daher nicht sinnvoll. Die nachfolgenden Unter-
suchungen sollen einen ersten Eindruck der Bedeutung der (Bio-)Tenside für den bakte-
riellen Schadstoffabbau vermitteln. Hierfür muss zunächst ein positiver oder möglicher-
weise auch negativer Effekt der Tenside nachgewiesen werden. Darüber hinaus soll die 
Zugabe der Tenside ober- und unterhalb ihrer kritischen Mizellbildungskonzentration 
weitere Hinweise auf eine mögliche Dominanz einer der Wirkungsmodelle (Pseudo-
solubilisierung bzw. Modifizierung der Zelloberfläche) zur Erhöhung der Bioverfügbar-
keit von hydrophoben Substanzen liefern. 
Während der kalorimetrischen Messungen erfolgte die Zugabe von (Bio-)Tensid bzw. 
Hexadecan nacheinander mit einem definierten zeitlichen Abstand. Die Beobachtungen 
bei der Injektion der Tenside zu den Bakterienkulturen sollen daher zu Beginn im Kapitel 
4.3.1 diskutiert werden. Im Anschluss daran wird im Kapitel 4.3.2 der Einfluss der Ten-
side auf das Wachstum der einzelnen Bakterienstämme aufgezeigt. 
 
4.3.1 Wechselwirkung Tensid – Bakterium (aktiver Stoffwechsel) 
Wie bereits bei der Untersuchung der Wechselwirkung der Tenside SDS bzw. Rhamno-
lipid mit den inaktiven Bakterienzellen gezeigt werden konnte, ist die Reaktion dieser mit 
der Freisetzung von Wärme verbunden. Werden nun die (Bio-)Tenside in eine aktive 
Bakterienkultur injiziert, so erhöht sich dieser Effekt um ein Vielfaches. Dies war bei 
allen drei Bakterienstämmen und vor allem auch bei allen drei (Bio-)Tensiden zu beob-
achten. Insbesondere bei der Zugabe des Trehalosetetraesters (THL-4) ist dies erstaunlich, 
da bei diesem Tensid keine thermische Reaktion mit inaktiven Bakterienzellen zu ver-
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zeichnen war /163/. Die ersten Untersuchungen zur Reaktion des Stamms 1CP bzw. von 
P. putida mt-2 auf die Zugabe von THL-4 erfolgten hierbei im Rahmen der Diplomarbeit 
von Herrn Daniel Thomas /163/ und wurden anschließend durch eigene Arbeiten für den 
Stamm B7g bzw. für SDS und Rhamnolipid ergänzt. Eine Übersicht der beobachteten 
Effekte ist in Abbildung 30 gegeben. Im Teil A und B soll die erreichbare Reproduzier-
barkeit am Beispiel des THL-4 (10 mg l
-1
) und für SDS (1 mmol l
-1
) verdeutlicht werden. 
Abbildung 30C zeigt die Zugabe von 10 bzw. 100 mg l
-1
 Rhamnolipid zu den lebenden 
Bakterienkulturen. Die zugegebenen Konzentrationen liegen somit unter- bzw. etwas 
oberhalb der cmc dieses Tensids (s. Kapitel 4.1.2). Die Signalformen sind tensidspezi-
fisch. Insbesondere bei der Verwendung höherer Konzentrationen des Rhamnolipids sind 
mehrstufige Signale erkennbar. Diese weisen auf komplexe Reaktionsabläufe hin. Eine 
mögliche Veränderung des Biotensids innerhalb der Messdauer von 3-4 h, konnte jedoch 
am Beispiel des Stamms 1CP mit Hilfe von HPLC-MS-Analysen extrahierter Proben aus-
geschlossen werden. 
Auffällig ist bei den Signalen vor allem der enorme Anstieg der thermischen Leistung 
unmittelbar nach der Zugabe der (Bio-)Tenside. Dies erinnert an die gemessenen Demi-
zellisierungsreaktionen (s. Kapitel 4.1.1). Allerdings ist die Demizellisierungsenthalpie 
bei SDS endotherm und ebenso wie bei Rhamnolipid mit ca. 1 kJ mol
-1
 um bis zu drei 
Größenordnungen kleiner als die hier detektierten Effekte. Im Falle des THL-4 war die 
Demizellisierungsreaktion selbst überhaupt nicht messbar. Die Demizellisierung als 
alleinige Ursache ist also auszuschließen. Im Gegenteil, das Aufbrechen der Mizellen bei 
SDS wirkt der hier gezeigten exothermen Reaktion sogar entgegen. Dies ist in Abbildung 
30B durch einen kleinen Abfall in der Wärmeleistung zu Beginn der Reaktion auch er-
kennbar. Adsorptionseffekte bzw. hydrophobe Wechselwirkungen der Tenside mit den 
Bakterienzellen wie sie im Kapitel 4.2 für SDS beschrieben wurden sind zwar exotherm, 
aber ebenfalls um bis zu drei Größenordnungen zu klein. Des Weiteren konnte auch durch 
wiederholte Zugabe von bis zu 10 Injektionen bei den Biotensiden THL-4 und Rhamno-
lipid kein Abklingen der exothermen Reaktion erzielt werden. Eine Sättigung bzw. die 
Ausbildung eines Plateaus (s. Kapitel 4.2.1) oder gar die Detektion des bloßen Verdün-
nungseffektes am Ende der Experimente konnte nicht beobachtet werden. Lediglich die 
Wechselwirkungsreaktion nach der Zugabe des synthetischen Tensids SDS bildet hierbei 
eine Ausnahme, die später noch einmal aufgegriffen werden soll. Als eine weitere Mög- 
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Abbildung 30: Thermischer Effekt bei der Zugabe der (Bio-)Tenside 
A) THL-4, B) SDS und C) Rhamnolipid (RL) zu aktiven Kulturen von R. opacus 1CP, R. erythropolis B7g 
und P. putida mt-2, Nachweis der Reproduzierbarkeit für die Zugabe von A) 42 µl einer 3.6 g l
-1
 THL-4-




) und B) 30 µl einer 0.5 mmol l
-1
 SDS-Stammlsg. (=1 mmol l
-1
) in 
15 ml einer Kultur, C) Gegenüberstellung der thermischen Reaktion nach der Zugabe von 15 µl bzw. 150 µl 
einer 10 g l
-1
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lichkeit für den Ursprung des thermischen Effektes wurde bakterielles Wachstum disku-
tiert. Hierbei könnten sowohl das Tensid selbst, als auch geringe Spuren von Verun-
reinigungen aus dem Herstellungsprozess (synthetischen bzw. biologischen Ursprungs) 
als Substrat in Betracht gezogen werden. Dem steht jedoch die beobachtete Kurvenform 
entgegen. Für bakterielle Wachstumsprozesse sind exponentielle Kurvenverläufe charak-
teristisch. Auch die kurze Zeitdauer von 1 h bis ca. 4 h bis zum Abklingen der Reaktion 
ist untypisch. Ein bakterielles Wachstum kann folglich ausgeschlossen werden. 
Um weitere Erkenntnisse zur Ursache des beschriebenen Zugabeeffektes zu erlangen, 
wurde die Reaktion des THL-4 mit einer Kultur des Stamms 1CP näher untersucht. Die 
Wahl dieses Biotensids ist in erster Linie mit dem völligen Ausschluss der Detektion 
einer Demizellisierungswärme zu begründen. Ebenso konnte keine Reaktion bei der kalo-
rimetrischen Titration dieses Tensids in eine autoklavierte Bakterienkultur festgestellt 
werden /163/. Die gemessene Wärmeleistung muss somit auf anderen Effekten beruhen. 
Bereits in der Diplomarbeit von D. Thomas zeigte sich eine Abhängigkeit des hervor-
gerufenen thermischen Signals von der eingesetzten Biomassekonzentration sowie von 
der Aktivität dieser Kulturen /163/. Durch eigene Arbeiten ergänzt, ergab sich die in 
Abbildung 31 dargestellte Abhängigkeit der Enthalpie bezogen auf die zugegebenen Mole 
THL-4 von der optischen Dichte der verwendeten Bakterienkulturen des Stamms 1CP. In 
der Ausschnittsvergrößerung bis zu einer optischen Dichte von etwa 1 ist zunächst eine 
lineare Beziehung zu beobachten. Die Verwendung höherer Biomassekonzentrationen 
führt dann zu einer Sättigung. Der gesamte Verlauf kann daher besser durch eine logarith-
mische Gleichung beschrieben werden. Die Konzentration der Bakteriensuspension stellt 
demnach eine Limitierung für die untersuchte Reaktion dar. 
Aufgrund der oben aufgezeigten Abhängigkeit ist es sinnvoll, die detektierte Wärme nicht 
nur auf die Stoffmenge des eingesetzten Tensids (s. Abbildung 31 und Tabelle 10, Teil A) 
zu beziehen, sondern zusätzlich einen Bezug zur vorgelegten Biomasse herzustellen 
(Tabelle 10, Teil B). Letztere unterscheiden sich, mit Ausnahme der Wechselwirkung von 
SDS mit Stamm 1CP, kaum voneinander. Die genannte Reaktion nimmt in diesem 
Zusammenhang eine Sonderstellung ein. Das Signal hebt sich mit einer 2- bis 6fach grö-
ßeren Peakhöhe sichtbar ab (s. Abbildung 30B). Entsprechend ist die Wechselwirkungs-
enthalpie um den Faktor 10 größer. Im Gegensatz zu den Reaktionen mit THL-4 und 
Rhamnolipid konnte eine wiederholte Zugabe von SDS nur sehr begrenzt untersucht wer-
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den. Bereits bei der zweiten Injektion von SDS (Gesamtkonzentration in der Messzelle: 
2 mmol l
-1
) wurde ein kleineres Signal beobachtet. Auf weitere Zugaben musste jedoch 
aufgrund der starken Schaumbildung, die insbesondere durch die Sauerstoffeinleitung 
begünstigt wurde, verzichtet werden. 
 
Abbildung 31: 
Abhängigkeit der Wechselwirkungenthalpie (bezogen auf die zugegebenen Mole THL-4) von der 
optischen Dichte (OD546) der 1CP-Kulturen, 
Ausschnittsvergrößerung: linearer Verlauf bis etwa OD 1.0 
 
Neben der eben genannten Abhängigkeit der freigesetzten Wärme von der optischen 
Dichte der Kultur, ergaben sich auch deutliche Unterschiede je nach eingesetztem 
Wachstumssubstrat. So waren die thermischen Effekte bei der Verwendung auf-Hexa-
decan-gewachsener Kulturen des Stamms 1CP etwa um einen Faktor von 7 größer als 
beim Einsatz entsprechender Benzoat-Kulturen (s. auch Tabelle 10, Teil A). In der 
Literatur wird beschrieben, dass für die Verstoffwechslung von hydrophoben Stoffen wie 
Hexadecan die Permeabilität der Membran von Bakterien eine wichtige Rolle spielt /55, 
95/. So wurde u. a. die Erhöhung der Permeabilität als eine der Funktionen von Bio-
tensiden diskutiert. Eine solche Erhöhung der Membranpermeabilität könnte folglich in 
direktem Zusammenhang mit dem hier beschriebenen thermischen Effekt stehen. 
OD
546nm
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Tabelle 10: Wechselwirkungsenthalpien ΔHWW  
Zugabe der (Bio-)Tenside in eine aktive Bakterienkultur bezogen A) auf die zugegebenen Mole (Bio-) 
Tensid (ΔH(WWBT) in kJ mol
-1








THL-4 RL SDS 
R. opacus 1CP 





-1010 ± 60 
-7000 ± 250 
 
-2110 ± 390 
n. b. 
 
-265 ± 7 
n. b. 
R. erythropolis B7g 
(Benzoat [1.23 ± 0.10]) 
 
-1560 ± 150 
 
-3380 ± 420 
 
-16 ± 6 
P. putida mt-2 
(Benzoat [0.90 ± 0.05]) 
 
-1060 ± 80 
 
-1390 ± 70 
 


















in der Kultur 
R. opacus 1CP 
R. erythropolis B7g 
P. putida mt-2 
-1.1 ± 0.1 
-1.3 ± 0.1 
-1.4 ± 0.1 
-2.3 ± 0.3 
-3.4 ± 0.5 
-2.4 ± 0.1 
-22.2 ± 0.4 
-1.3 ± 0.5 
-3.0 ± 0.1 
*
 OD nur abgeschätzt, da Aggregatbildung 
 
Ist die Veränderung der Membranpermeabilität und somit möglicherweise das Aus-
strömen intrazellulärer Substanzen durch die Zugabe der (Bio-)Tenside Ursache des be-
obachteten thermischen Signals, so sollte dieser Effekt auch beim Einsatz inhibierter 
Bakterienkulturen detektierbar sein. Daher wurden in einem weiteren Experiment Kul-
turen eingesetzt, welche zuvor KCN ausgesetzt wurden. Cyanid greift direkt in die Zell-
atmung ein, indem es an die Cytochrom-Oxidase bindet. Das Wachstum der Bakterien 
konnte auf diese Weise kurzzeitig inhibiert werden. Die Zellen waren allerdings noch 
lebensfähig. Dies zeigte sich bei der anschließenden Bestimmung der Lebendzellzahl 
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(CFU), bei welcher keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelten und unbe-
handelten Kulturen feststellbar waren. Lediglich die Inkubationszeit der inhibierten Bak-
terienproben erhöhte sich um bis zu 72 h. Um störende Nebenreaktionen des Inhibitors 
vorzubeugen, wurden die Kulturen direkt vor den kalorimetrischen Messungen gewa-
schen und das KCN weitestgehend entfernt. Bei den anschließenden kalorimetrischen Ex-
perimenten war kein thermisches Signal bei der Zugabe von THL-4 zu beobachten. Die 
Möglichkeit diesen Zugabeeffekt durch Inhibierung der Zellatmung der Bakterien auszu-
schalten, macht deutlich, dass die Reaktion der Bakterienzellen auf die Zugabe der Ten-
side im engen Zusammenhang mit ihrem aktiven Stoffwechsel steht. 
Bringt man nun die Indizien, die für die Erhöhung der Membranpermeabilität durch das 
Tensid sprechen, und den eben genannten Zusammenhang mit dem aktiven Stoffwechsel 
der Bakterien in Verbindung, so kann auch der Zusammenbruch des zellinternen Proto-
nengradienten als eine mögliche Erklärung herangezogen werden. Beide Erkenntnisse 
kombiniert, sollten zu einer zusätzlichen Reaktion von Hydronium- bzw. Hydroxid-Ionen 
mit der umgebenden Pufferlösung führen. Die bisherigen Untersuchungen wurden stets in 
Phosphatpuffer (Na2HPO4, KH2PO4) durchgeführt. Die zugehörige Protonierung ist dabei 
mit einer für dieses Puffersystem typischen molaren Enthalpie von 4.7 kJ mol
-1
 verbun-
den /178/. Die Verwendung eines anderen Puffers führt entsprechend zu einer anderen 
Enthalpie. Für biologische Experimente ist hierfür u. a. Trispuffer (pH 7.2) geeignet. Für 
die Protonierung in diesem Medium wird in der Literatur eine molare Enthalpie von 
47.3 kJ mol
-1
 angegeben /179/. Die Wahl des Puffers spielt folglich eine entscheidende 
Rolle für die experimentell ermittelten Enthalpien wie z. B. für die enzymatisch kataly-
sierte Harnstoffhydrolyse. In Phosphatpuffer (pH 6.86) ergibt sich hierfür ein Wert von 
(-58.6 ± 1.1) kJ mol
-1
. Bei der Verwendung von Trispuffer (pH 7.0) wird dagegen eine 
Enthalpie von (-16.4 ± 0.7) kJ mol
-1
 erhalten /180/. 
Anhand dieser Angaben wurde die Reaktion von HCl (0.5 mol l
-1
) mit den jeweiligen 
Puffermedien als Modellreaktion nachvollzogen (s. Abbildung 32A). Es ergaben sich 
deutlich unterschiedliche molare Enthalpien von (-5.18 ± 0.06) kJ mol
-1
 für Phosphat-
puffer bzw. von (-45.3 ± 0.6) kJ mol
-1
 für Trispuffer. Die Verdünnungswärme der HCl-
Lösung wurde dabei nicht gesondert berücksichtigt. Anschließend wurden vergleichbare 
Messungen unter Verwendung einer Kultur des Stamms 1CP durchgeführt. Dazu erfolgte 
eine Suspendierung der Bakterienzellen in Tris- statt des üblichen Phosphatpuffers (s. 
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Abbildung 32B). Hierbei wurde eine Biomassekonzentration mit einer optischen Dichte 
von nur 0.73 erzielt. Die Wechselwirkungsenthalpie ist daher mit ca. -850 kJ mol
-1
 etwas 
geringer. Diese liegt jedoch in der Größenordnung der in Phosphatpuffer beobachteten 
Enthalpie (-650 kJ mol
-1
 für OD 0.6, -1010 kJ mol
-1
 THL-4 für OD 1.0). Wird die frei-
gesetzte Wärme auf die vorgelegte Biomassekonzentration (s. Tabelle 10, Teil B) bezo-
gen, so sind keinerlei Unterschiede feststellbar. Der beobachtete thermische Effekt ist 
demzufolge nicht vorrangig auf den Zusammenbruch des Protonengradienten und auf das 
damit verbundene Ausströmen der entsprechenden Ionen zurückzuführen. 
 
Abbildung 32: Wärmeleistung in Abhängigkeit des verwendeten Puffermediums 
Verwendung von 0.5fach Phosphatpuffer bzw. Trispuffer (pH 7.2), 
A) Modellreaktion: 8.5 µl eine 0.5 mol l
-1
 HCl-Lösung mit den jeweiligen Puffermedien (1.5 ml), 
B) Zugabe von 42 µl einer 3.6 g l
-1
 THL-4-Stammlsg. (= 10 mg l
-1
) in 15 ml Bakteriensuspension des 
Stamms 1CP 
 
Eine detaillierte Aufklärung der thermisch intensiven Wechselwirkungen der (Bio-)Ten-
side mit aktiven Bakterienkulturen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit und mit 
den zur Verfügung stehenden Messmethoden nicht erfolgen. Ähnliche Phänomene sind 
allerdings auch in der Literatur beschrieben. In der Gruppe um Brandenburg wurden kalo-
rimetrische Untersuchungen zur Reaktion von Polymyxin B, einem antimikrobiellen Pep-
tid, mit diversen Gram-negativen Bakterienstämmen durchgeführt. Dabei konnte ein exo-
thermer Effekt (ca. -100 kJ mol
-1
) beobachtet werden. Dieser wurde hierbei, zumindest 
anteilig, der Wechselwirkung des Lipopolysaccharides auf der Oberfläche der Bakterien 
und der Einlagerung des Polymyxin B in die Membran zugeschrieben /181/. Folglich 
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stellt die starke thermische Wechselwirkungsreaktion der (Bio-)Tenside mit den aktiven 
Bakterienkulturen einen Hinweis auf deren antimikrobielle Eigenschaften dar. 
 
4.3.2 Einfluss der (Bio-)Tenside auf das bakterielle Wachstum 
Nach den Untersuchungen zur Ursache des thermischen Effektes, der durch die Injektion 
der (Bio-)Tenside in die aktiven Bakterienkulturen beobachtet wurde, soll nun in diesem 
Kapitel der Einfluss der Tenside auf das Wachstum der Bakterienstämme auf n-Hexa-
decan näher betrachtet werden. 
Voraussetzung für die Erfassung eines wachstumsfördernden oder inhibierenden Einflus-
ses der (Bio-)Tenside ist die grundsätzliche Fähigkeit n-Hexadecan als Substrat verwer-
ten zu können. Dies wurde für die beiden Rhodococcus-Stämme 1CP /11, 108/ bzw. B7g 
/13, 14/ bereits mehrfach nachgewiesen. Ebenso konnte in der Diplomarbeit von Garten 
gezeigt werden, dass der Gram-negative Stamm P. putida mt-2 in der Lage ist, mit 
Rhamnolipid als Co-Substrat, n-Hexadecan zu verstoffwechseln /155/. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit konnte dies jedoch nicht bestätigt werden. Weder der Einsatz von 
10 mg l
-1
 Rhamnolipid (< cmc) in den Bakterienkulturen, noch Konzentrationen von 
100 mg l
-1
 Rhamnolipid (> cmc) führten zum Wachstum des Stamms auf n-Hexadecan. 
Problematisch erwies sich hierbei, dass im Unterschied zur zitierten Arbeit für die kalori-
metrischen Messungen der zugehörige Sicherheitsstamm KT2440 verwendet werden 
musste. Im Gegensatz zu dessen Wildtyp scheint dieser nicht mehr über die notwendigen 
Anlagen für den Abbauweg von n-Hexadecan zu verfügen. Ein möglicher Einfluss der 
(Bio-)Tenside konnte deshalb nicht untersucht werden. 
Im Falle des synthetischen Tensids SDS waren bereits Konzentrationen unterhalb der 
cmc (1 mmol l
-1
) ausreichend, um auch das Wachstum der Rhodococcen vollständig zu 
inhibieren. Auf Untersuchungen oberhalb der cmc von SDS wurde daher verzichtet. Die 
starke Wechselwirkung, die sowohl mit aktiven (s. Kapitel 4.3.1) als auch mit inaktiven 
(s. Kapitel 4.2.1) Bakterienkulturen beobachtet wurde, deutet folglich auf eine permanen-
te Schädigung der Bakterienzellen hin. Diese scheint letztendlich zur Inhibierung des 
Zellwachstums zu führen. 
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Der Einfluss der beiden Biotenside THL-4 und Rhamnolipid auf das Wachstum der Stäm-
me 1CP und B7g ist hingegen vielfältiger. Grundlage der Diskussion bildet der Wachs-
tumsprozess dieser Bakterienstämme auf n-Hexadecan als alleinige C-Quelle, ohne Zu-
satz von Hilfsstoffen. Bei den kalorimetrischen Messungen zeigte sich, dass das Wachs-
tum des Stamms B7g nach der Zugabe von n-Hexadecan deutlich früher einsetzt als beim 
Stamm 1CP. Nach der Adaptionsphase erreichen jedoch beide die Wärmeleistungsmarke 
von 1 mW in vergleichbaren Zeitabständen (s. Tabelle 11). 
 
Tabelle 11:  Einfluss der (Bio-)Tenside auf das Wachstum der Rhodococcus-Stämme 1CP und B7g 
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 Werte für n-Hexadecan ohne Zusatzstoff und für 10 mg l
-1
 THL-4 sind der Diplomarbeit von Thomas 
entnommen /163/ 
 
Obwohl die Peakform des thermischen Signals von R. opacus 1CP insgesamt schmaler 
erscheint, ist die Gesamtdauer des Abbaus mit ca. 45 h länger als beim Stamm B7g, des-
sen Wachstum schon nach etwa 36 h beendet ist (s. Abbildung 33, schwarze Kurven). Die 
nach Integration der Kurven erhaltenen Enthalpiewerte, bezogen auf das eingesetzte Sub-
strat, liegen mit Werten von (-4740 ± 70) kJ mol
-1
 für den Stamm 1CP /163/ und von 
 Ergebnisse und Diskussion 109 
(-4890 ± 100) kJ mol
-1
 für den Stamm B7g in der gleichen Größenordnung (s. Tabelle 
12). Der angegebene Fehlerbereich ist mit ca. 2 % für biologische Systeme durchaus 
akzeptabel. In der Dissertation von Winkelmann ist eine vergleichbare Enthalpie von 
(-4690 ± 80) kJ mol
-1
 für das Wachstum von R. opacus 1CP auf n-Hexadecan dokumen-
tiert. In dieser Arbeit wurde zudem die Bilanzierung des Prozesses ausführlich beschrie-
ben. Hierfür wurden im Anschluss an das kalorimetrische Experiment die gebildete 
Biomasse als Trockenmasse und das gebildete Biotensid (Trehalosedicorynomycolat, 
THL-2) mit Hilfe des Anthrontests /167/ bestimmt. Auf diese Weise konnte die ent-
sprechende (Brutto-)Bilanzgleichung aufgestellt werden. Unter Zuhilfenahme der 
Bildungsenthalpien aller Reaktionspartner, einschließlich des THL-2, wurde eine Enthal-
pie von -4640 kJ mol
-1
 berechnet /12/. Wird die Bildung des Tensids vernachlässigt, wäre 
bei gleichbleibender Biomasse eine molare Enthalpie von ca. -5400 kJ mol
-1
 zu erwarten. 
Anhand der ermittelten Enthalpie (-4740 kJ mol
-1
) kann daher auch in der vorliegenden 
Arbeit auf die Bildung dieses Biotensids beim Wachstum von Stamm 1CP auf n-Hexa-
decan geschlossen werden. Da in vorangegangenen Arbeiten für R. erythropolis B7g 
beim Wachstum auf Alkanen ebenfalls die Bildung von Biotensiden nachgewiesen wurde 
/13/, ist auch hier davon auszugehen, dass diese die oben genannte molare Enthalpie 
beeinflusst. Die experimentell ermittelten Enthalpien erlauben somit Rückschlüsse auf die 
Biotensidbildung. Im weiteren Verlauf sollte folglich eine Aussage getroffen werden kön-
nen, ob trotz zusätzlicher Bereitstellung eines der Biotenside, THL-4 bzw. Rhamnolipid, 
eine weitere zelleigene Biotensidsynthese stattfindet. 
Zunächst wurde der Einfluss des Zusatzes des, im Falle des Stamms B7g, eigenen bzw., 
bezogen auf den Stamm 1CP, nahe verwandten Biotensids THL-4 auf das bakterielle 
Wachstum auf n-Hexadecan untersucht. Die angegebenen Werte für den Einfluss des 
THL-4 (10 mg l
-1
) auf das Wachstum des Stamms 1CP sind der Diplomarbeit von Herrn 
Thomas entnommen /163/. Bei beiden Rhodococcus-Stämmen ist durch die Zugabe von 
1 bzw. 10 mg l
-1
 THL-4 ein positiver Einfluss zu verzeichnen (s. Abbildung 33, blaue 
Kurven). Die lag-Phase ist deutlich von etwa 4 auf weniger als eine halbe Stunde beim 
Stamm 1CP verkürzt. Das Wachstum des Stamms B7g setzt sogar unmittelbar nach der 
Zugabe des Substrats ein, während ohne Zusatz von THL-4 die lag-Phase bis zu einer 
Stunde dauerte. Die charakteristische Marke von 1 mW in der Wärmeleistung wird bei 
Stamm 1CP, entsprechend der verkürzten lag- Phase, früher erreicht. Bei Stamm B7g  
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Abbildung 33: Kalorimetrische Wachstumskurven der Rhodococcen  
A) R. opacus 1CP und von B) R. erythropolis B7g auf n-Hexadecan (1 mmol l
-1
) ohne Zusatz von Tensiden 
und nach Zugabe von 1 mg l
-1
 (–––) bzw. 10 mg l
-1
 (– – –) THL-4 und nach Zugabe von 10 mg l
-1
 (–––) 
bzw. 100 mg l
-1
 (– – –) Rhamnolipid, Messkurven vom Stamm 1CP für n-Hexadecan ohne Zusatzstoff und 
für 10 mg l
-1
 THL-4 sind der Diplomarbeit von Thomas entnommen /163/ 
1CP
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deutet sich ebenfalls eine Beschleunigung des Wachstums an. Bereits nach weniger als 
6 h statt erst nach 9 h ist eine Wärmeleistung von 1 mW erreicht (s. Tabelle 11). Auch die 
Peakform der thermischen Signale während des Wachstums der beiden Rhodococcus-
Stämme erfährt eine Veränderung. Zum Maximum hin laufen die Kurven wesentlich 
spitzer zu. Bei R. opacus 1CP ist nach diesem Maximum noch eine breite Schulter zu 
sehen, die für einen zweiten, langsameren Reaktionsschritt steht. Trotz der beobachteten 
Unterschiede durch die Zugabe von THL-4 wird die Gesamtdauer des Hexadecanabbaus 
nicht beeinflusst. Der Betrag der Enthalpie für das Wachstum des Stamms B7g ist mit 
einem Wert von (-4990 ± 200) kJ mol
-1
 zwar leicht erhöht, aber im Rahmen des Fehlers 
vergleichbar dem Enthalpiewert ohne Tensid. Beim Stamm 1CP ist nach Zugabe von 
10 mg l
-1
 THL-4 keine signifikante Veränderung der molaren Enthalpie feststellbar. 
Allerdings wurde bei den Experimenten, bei denen nur 1 mg l
-1
 THL-4 zugegeben wurde, 
eine deutliche Verringerung der freigesetzten Wärme beobachtet. Die ermittelte Enthalpie 
betrug hierbei lediglich (-3460 ± 60) kJ mol
-1
, was auf einen unvollständigen Abbau des 
Substrats hindeutet (s. Tabelle 12). Die zusätzliche Synthese des zelleigenen Tensids 
kann allerdings nicht ausgeschlossen werden. 
 
Tabelle 12:  Enthalpien ΔH (in kJ mol
-1
) für das Wachstum von R. opacus 1CP bzw. R. erythropolis 





R. erythropolis B7g 





bzw. 10 mg l
-1
 (> cmc) 
 
-3460 ± 60 
-4700 ± 100 
 
 




 (< cmc) 
100 mg l
-1
 (> cmc) 
 
-4750 ± 80 
kein Wachstum 
 
-5060 ± 120 
-4990 ± 70 
*
 Werte für n-Hexadecan ohne Zusatzstoff und für 10 mg l
-1
 THL-4 sind der Diplomarbeit von Thomas 
entnommen /163/ 
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Der Einfluss des Rhamnolipids auf das Wachstum der beiden Rhodococcus-Stämme ist 
stark von der zugegebenen Menge an Tensid abhängig. Während das Wachstum des 
Stamms B7g durch die Zugabe von 10 mg l
-1
 Rhamnolipid kaum merklich beeinflusst 
wird, führt die Verwendung von 100 mg l
-1
 des Biotensids zwar zunächst zu einer gering-
fügigen Verzögerung des Wachstumsbeginns (erst nach etwa 1 h), wird aber im weiteren 
Verlauf durch eine Beschleunigung des Wachstums ausgeglichen. Die Wärmeleistungs-
marke von 1 mW wird, vergleichbar mit den THL-4-Experimenten, bereits nach weniger 
als 6 h erreicht (s. Tabelle 11). Beim Stamm 1CP setzt das Wachstum nach der Zugabe 
von 10 mg l
-1
 Rhamnolipid erstaunlicherweise nahezu direkt nach der Injektion von 
Hexadecan ein, ist aber im Vergleich zum unbeeinflussten Wachstum stark verlangsamt. 
Zudem werden geringe Wärmeleistungen registriert. Das Maximum der Wärmeleistungs-
kurve liegt bei 0.96 mW und wird erst nach knapp 12 h erreicht. Die kalorimetrischen 
Wachstumskurven sind durch eine langgezogene Schulter nach dem Leistungsmaximum 
gekennzeichnet. Diese spricht für eine Limitierung im Stoffwechsel (s. Abbildung 33, 
rote Kurven). Um welche Art Limitierung es sich dabei handelt, kann aus der kalorime-
trischen Messung allerdings nicht abgelesen werden. Lediglich Sauerstoffmangel ist auf-
grund der zusätzlichen Begasung der Kultur im Kalorimeter auszuschließen. Eine Ver-
breiterung der Signale ist unter dem Einfluss des Rhamnolipids bei beiden Rhodococcus-
Stämmen zu beobachten. Insbesondere beim Stamm 1CP verlängert sich nach der Zugabe 
von 10 mg l
-1
 Rhamnolipid die Zeit zur vollständigen Verstoffwechslung des Hexadecans 
auf 52 h. Die Verwendung von 100 mg l
-1
 des Biotensids führt bei R. opacus 1CP sogar 
zu einer kompletten Inhibierung des Wachstums. Die beobachtete Enthalpie wird hinge-
gen nicht von der Zugabe des Rhamnolipids (10 mg l
-1
) beeinflusst. Beim Stamm B7g ist 
analog zu den THL-4-Messungen wiederum eine leichte Erhöhung des Enthalpiebetrags 
feststellbar (s. Tabelle 12). Diese lässt vermuten, dass dieser Bakterienstamm durch die 
zusätzliche Tensidgabe die eigene Tensidproduktion reduziert. Aufgrund der geringen 
Unterschiede der ermittelten Enthalpie ist dies allerdings nur als vorsichtiges Indiz anzu-
sehen. 
  
 Ergebnisse und Diskussion 113 
4.4 Emulsionsstabilität und Solubilisierungsvermögen der (Bio-)Tenside 
In den beiden vorangegangen Kapiteln (4.2 und 4.3) stand die kalorimetrische Unter-
suchung der Wechselwirkung von aktiven und inaktiven Bakterienkulturen mit den ge-
wählten (Bio-)Tensiden im Vordergrund. Hinsichtlich der möglichen Wechselwirkungs-
modelle zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit hydrophober Schadstoffe stellt dies den 
Grenzfall der Modifizierung der Bakterienzelloberfläche durch die Tenside dar. Im 
folgenden Kapitel soll nun die Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Tensid 
und Schadstoff im Mittelpunkt stehen. Die sogenannte Pseudosolubilisierung kann dabei 
ebenfalls mit kalorimetrischen Methoden untersucht werden. Ob die Einlagerung eines 
Schadstoffs in eine Mizelle begünstigt ist, sollte sich in stabilen Tensid-Schadstoff-
Emulsionen sowie einem hohen Solubilisierungsvermögen widerspiegeln. Die Stabilität 
von Emulsionen kann in diesem Zusammenhang mittels DSC-Experimenten untersucht 
werden. Durch die Einlagerung des Schadstoffs in die Mizelle erfolgt gleichzeitig eine 
Reduzierung der kritischen Mizellbildungskonzentration (cmc). Dies ist ein Maß für das 
Solubilisierungsvermögen. Die Bestimmung der sogenannten Pseudo-cmc erfolgt mit 
Hilfe von Titrationsexperimenten (ITC). 
 
4.4.1 DSC-Experimente zur Untersuchung der Emulsionsstabilität 
4.4.1.1 Erläuterung der Mess- und Auswertemethoden 
Die Grundlage für die Untersuchung der Stabilität von Tensid-Schadstoff-Emulsionen ist 
die Kenntnis bzw. die Verfolgung der Tropfengröße des emulgierten Stoffs als repräsen-
tatives Maß für dessen Emulsionsstabilität: je kleiner die Tröpfchen, umso stabiler die 
Emulsion. Nimmt die Tropfengröße zu, so ist dies ein deutliches Anzeichen für das 
Brechen der Emulsion und kann schließlich bis zur Entmischung führen. Wie bereits im 
Kapitel 2.3.3 erläutert wurde, sind derartige Untersuchungen mittels DSC-Messungen 
möglich. Hierbei wird die Abhängigkeit der Kristallisationstemperatur von der Tropfen-
größe ausgenutzt. Die Kristallisationstemperatur darf im Falle von Öl-in-Wasser-Emul-
sionen nicht kleiner als ca. -10 °C sein. Bei dieser Temperatur setzt die Kristallisation des 
Lösungsmittels Wasser ein. Dies führt zu unerwünschten Entmischungsvorgängen /121/, 
welche die Untersuchung der tatsächlichen Emulsionsstabilität behindern. Das Lösungs-
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mittel Wasser begrenzt den Temperaturbereich solcher Experimente ebenso zu höheren 
Temperaturen. So sind Bereiche bis nahe 100 °C kaum sinnvoll, da hier bereits die 
Phasenumwandlung vom Wasser zum Wasserdampf einsetzt. Aber auch apparative Ein-
schränkungen können den messbaren Temperaturbereich begrenzen. Mit der im Rahmen 
dieser Arbeit verwendeten Micro-DSC II von Setaram waren lediglich Temperaturen von 
etwa 80 °C erreichbar. 
Für die Untersuchung der Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen war der gegebene Tempe-
raturbereich vollkommen ausreichend. Laut Literatur liegt die Kristallisationstemperatur 
von reinem n-Hexadecan bei Tc = 16 °C und die Schmelztemperatur Tm bei 18 °C /118/. 
Daher wurden Temperaturscans im Bereich von -5-30 °C mit einer Heizrate von 
0.5 K min
-1
 durchgeführt. Die aus den Literaturdaten bekannte Unterkühlung von etwa 
2 K konnte auch bei den eigenen Untersuchungen des Schmelz- und Kristallisationsver-
haltens des verwendeten n-Hexadecans ermittelt werden. Die Kristallisations- (16.1 °C) 
bzw. Schmelztemperatur (18.8 °C) wurde jeweils aus dem Maximum des Signals wäh-
rend der Phasenumwandlung bestimmt (s. Abbildung 34A). 
 
Abbildung 34: DSC-Untersuchungen zum Kristallisations- und Schmelzverhalten von n-Hexadecan 
A) reines n-Hexadecan, Tc = 16.1 °C, Tm = 18.8 °C, und B) in Wasser emulgiertes n-Hexadecan, 
Tc(emul) = 5 °C, Tc(bulk) = 16 °C, Tm = 18.5 °C; jeweils unten: Aufheizkurve, oben: Abkühlkurve, Temperatur-
bereich: -5-30 °C, Heizrate: 0.5 K min
-1 
 
In einem weiteren Schritt wurde in Wasser emulgiertes n-Hexadecan untersucht. Der 
Betrag der Unterkühlung erhöhte sich dabei erwartungsgemäß auf etwa 13 K /119/. Die 
 in °C
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Kristallisation des emulgierten n-Hexadecans ist bereits bei ca. 5 °C zu beobachten, wäh-
rend die Schmelztemperatur (Tm = 18.5 °C) nahezu unverändert bleibt. Allerdings gelingt 
es kaum 100 % des eingesetzten Hexadecans in destilliertem Wasser zu emulgieren. So 
ist neben dem Signal für den emulgierten Anteil, ein zweites Signal erkennbar. Dieses ist 
bereits entmischtem Hexadecan zuzuordnen und liegt bei ca. 16 °C (s. Abbildung 34B). 
Auf die eben beschriebene Weise ist die Differenzierung zwischen emulgiertem Hexa-
decan und der entsprechenden bulk-Phase möglich. Nach der Integration der Flächen der 
jeweiligen Signale ist die Berechnung eines Emulsiongrades (EG) möglich. Dieser stellt 
den Anteil des emulgierten Hexadecans (Aemul) zur Gesamtmenge des Kohlenwasserstoffs 
(Ages) dar (s. Gleichung 12) /164/. Somit ist sowohl eine Quantifizierung der Emulsions-
stabilität als auch ein Vergleich der einzelnen Tenside möglich. 
    
     
    
      (12) 
Neben der Quantifizierung der Emulsionsstabilität ist auch eine gewisse zeitliche Ver-
folgung der Entwicklung der Tropfengröße des emulgierten Hexadecans möglich. Dem-
nach kann die Entmischung der Emulsion ggf. bis hin zu deren Brechen detektiert wer-
den. Hierfür werden die bereits angesprochenen Temperaturscans mehrfach wiederholt. 
Ein Beispiel ist in Abbildung 35 dargestellt. Wie bereits beschrieben, ist das Signal bei 
etwa 4-5 °C dem Anteil des emulgierten Hexadecans zuzuordnen, während der Peak bei 
etwa 16 °C die bulk-Phase des Kohlenwasserstoffs repräsentiert. Auffällig ist insbeson-
dere die unterschiedliche Form der beiden Signale. So kristallisiert die bulk-Phase mit 
einem deutlichen Anstieg der gemessenen Wärmeleistung aus. Das scharfe Signal zeigt 
dabei die Kristallisation eines reinen Stoffs an. Im Gegensatz dazu ist das Signal des 
emulgierten Hexadecans nach beiden Seiten stark verbreitert. Dies spricht für die Exis-
tenz unterschiedlicher Tropfengrößen und somit für das Vorliegen einer polydispersen 
Emulsion. 
Die Entmischung der Emulsion ist in Abbildung 35 gut erkennbar. Im ersten Zyklus ist 
der Anteil des bereits entmischten Hexadecans noch sehr gering und der entsprechende 
Peak verschwindend klein. Bereits ab dem zweiten Zyklus ist der Peak des bulk-Hexa-
decans sichtlich größer. Das Signal des emulgierten Anteils hingegen nimmt mehr und 
mehr ab, bis dieses dann im vierten Zyklus kaum mehr zu erkennen ist. 
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Weitere Einzelheiten zur zeitlichen Entwicklung der Emulsionsstabilität und deren Quan-
tifizierung können der Bachelorarbeit von Herrn Martin Obst entnommen werden /164/. 
In dieser wurde u. a. deutlich, dass nach einer mehr oder weniger starken Abnahme der 
Peakflächen der bulk-Phase des Hexadecans während der ersten 2-3 Zyklen kaum weitere 
Entmischungseffekte auftreten. Daher wurden zum Zwecke der Diskussion in der vor-
liegenden Promotionsarbeit die ermittelten Emulsionsgrade des 4. Zyklus‘ der untersuch-
ten Emulsionen gegenübergestellt. Diese werden in den nachfolgenden Kapiteln näher 
betrachtet. 
 
4.4.1.2 Stabilität von Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen 
Für die Untersuchung der stabilisierenden Wirkung der (Bio-)Tenside auf n-Hexadecan-
in-Wasser-Emulsionen wurden für die weiteren Experimente Emulsionen unter Zusatz 
der entsprechenden Tenside hergestellt. Dabei konnte von allen Proben eine zumindest 
kurzzeitig stabile Emulsion hergestellt werden. Durch die Zugabe der (Bio-)Tenside war 
eine nochmalige Herabsetzung der Kristallisationstemperatur des emulgierten Hexa-
decans auf 2.5-3 °C zu beobachten (s. Abbildung 36). Die in der Literatur angegebene 
Kristallisationstemperatur von ca. -2 °C für Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen, stabi-
lisiert durch SDS /120/, ist auf kleinere Tropfendurchmesser zurückzuführen. Die Zu-
 in °C







Zeitliche Verfolgung der Entmi-
schung einer 1 %igen n-Hexade-
can-in-Wasser-Emulsion, 
Abkühlkurven Zyklus 1-4, 
Heizrate: 0.5 K min
-1 
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nahme der Tropfengröße von 0.5 auf 2.5 µm bewirkt dabei bereits einen Anstieg der Kris-
tallisationstemperatur um 1 K. Die Herabsetzung von Tc bei allen drei (Bio-)Tensiden 
spricht für deren strukturelle Ähnlichkeit. Mit den im Vergleich zum Hexadecan (C16) 
kürzeren Kohlenstoffketten des hydrophoben Tensidschwanzes (C8 bei THL-4, C10 bei 
RL und C12 bei SDS) sollte die erzielte Unterkühlung entsprechend groß sein. Beim 
Einsatz von z. B. Tween 60 (C17) als Emulgator, dessen C-Kette der Struktur von 
Hexadecan ähnlicher ist, ist die Unterkühlung hingegen weniger stark ausgeprägt /120/. 
 
 
Trotz der strukturellen Ähnlichkeit unterscheiden sich die einzelnen Tenside in ihrer 
Emulgierwirkung. Dies ist in Abbildung 36 schon beim bloßen Betrachten der Peak-
flächen (emulgiert bzw. bulk-Phase) erkennbar. Nach der Integration der jeweiligen Peak-
flächen des 4. Zyklus‘ wurde für eine 1 %ige n-Hexadecan-in-Wasser-Emulsion ein 
Emulsionsgrad von 34 % bestimmt. Die Zugabe der (Bio-)Tenside (Konzentrationen 
jeweils oberhalb der cmc) führte bei SDS und Rhamnolipid zu einer merklichen 
Erhöhung des Emulsionsgrades: mit SDS (10 mmol l
-1
) wurde ein Emulsionsgrad von 
88 % und mit Hilfe des Rhamnolipids
1
 (400 mg l
-1
 ≙ 0.6 mmol l-1) von 66 % erreicht. 
Lediglich die Zugabe von THL-4 (15 mg l
-1
 ≙ 0.02 mmol l-1) verursachte eher eine 
                                                 
1
 Bezugsgröße für die Konzentration des Rhamnolipids war die zu dieser Zeit mittels ITC bestimmte „cmc“ 
von 330 mg l
-1 
 in °C
0 5 10 15 20
in H2O
+ SDS (10 mmol l
-1
)
+ RL (400 mg l
-1
)







> Ohne Tensid, 
> +10 mmol l
-1
 SDS, 
> +400 mg l
-1
 (~0.6 mmol l
-1
) RL, 
> +150 mg l
-1
 (~0.2 mmol l
-1
) THL-4, 
jeweils 4. Temperaturzyklus verwendet, 
Heizrate: 0.5 K min
-1
, 
Tc(bulk) = 16 °C, Tc(emul) = 2.5-5 °C 
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Destabilisierung der Emulsion. Der zugehörige Emulsionsgrad betrug nur 28 %. Der 
enorme Einfluss der Probenpräparation wird hierbei anhand des ermittelten Fehlers von 
2-10 % (bei THL-4 sogar bis zu 17 %) deutlich. So müssen u. a. kleine Volumina von nur 
13 µl n-Hexadecan pipettiert werden. Eine weitere Fehlerquelle ist direkt die Emulsions-
herstellung, die manuell (Schwenken, Schütteln) im Ultraschallbad erfolgte. Auch die 
Emulsionszeit hat Einfluss auf die Ergebnisse /118/ und wurde daher möglichst konstant 
gehalten. 
Ein unmittelbarer Vergleich der Emulsionsgrade mit Literaturdaten ist allerdings nicht 
einfach. Häufig werden höhere Konzentrationen sowohl an Tensid als auch an Kohlen-
wasserstoff eingesetzt (s. auch Kapitel 2.3.3). Ebenso ist die Präparation der Emulsionen 
mittels Hochgeschwindigkeitsmischer und Homogenisator (mit Drücken von bis zu 
9 MPa) wesentlich aufwendiger. Ziel war es bei diesen Arbeiten möglichst stabile 
Emulsionen herzustellen, um beispielsweise die Stabilität dieser im Verlauf von Gefrier- 
und Schmelzzyklen der gesamten Probe, einschließlich des Lösungsmittels Wasser, zu 
untersuchen /119, 121/. Der Einsatz der (Bio-)Tenside bei biologischen Sanierungsmaß-
nahmen schließt derartigen Aufwand von vornherein aus. Um den Bezug zur späteren 
Anwendung zu bewahren, sollten daher im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Emul-
sionen auf möglichst einfache Weise hergestellt werden. Ein gewisser Vergleich ist 
immerhin für Emulsionen, die mit Rhamnolipid stabilisiert wurden, möglich. Haba et al. 
untersuchten die Eigenschaften eines Rhamnolipids, u. a. die Stabilität von O/W-Emul-
sionen. Die Gruppe beobachtete, dass das untersuchte Biotensid in der Lage war eine 
Emulsion von n-Alkanen (C12-14) zu 60 % zu stabilisieren /77/. Dies ist mit den hier 
ermittelten Emulsionsgrad von 66 % vergleichbar. 
Anhand der erzielten Emulsionsgrade wird deutlich, dass sich die untersuchten (Bio-) 
Tenside stark in ihrer Emulgierwirkung unterscheiden. Offenbar nimmt diese mit Ab-
nahme der eingesetzten Stoffmenge der Tenside ab. Es ergibt sich jedoch keine lineare 
Beziehung. Während sich die eingesetzten Stoffmengen der (Bio-)Tenside um ein bis 
zwei Größenordnungen unterscheiden, entsprechen die Emulsionsgrade von Rhamnolipid 
und THL-4 etwa 2/3 bzw. 1/3 des erzielten Emulsionsgrades mit SDS. Die beobachtete 
Abhängigkeit lässt sich daher eher mit einer logarithmischen Gleichung beschreiben (s. 
Abbildung 37A). Folglich müssen weitere Faktoren entscheidenden Einfluss auf das 
Solubilisierungsvermögen der einzelnen Tenside haben. 
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Abbildung 37: Abhängigkeit des Emulsionsgrades von der Stoffmenge der (Bio-)Tenside 
A) verwendete Stoffmenge, B) effektive Stoffmenge (korrigiert um ω) 
 
Neben der Teilchenzahl der Tensidmoleküle ist hierfür auch die Kapazität der Mizellen 
der untersuchten Tenside von Bedeutung. Die Konzentration c eines hydrophoben Stoffs, 
die in einer Mizelle solubilisiert werden kann, lässt sich wie folgt ausdrücken /1/: 
      
(
     
   
)
     (13) 
cs ist in diesem Zusammenhang die Sättigungskonzentration des zu emulgierenden 
Kohlenwasserstoffs im Inneren der Mizelle, Vm das Molvolumen des Kohlenwasserstoffs, 
r der Radius der Mizelle und γ die Grenzflächenspannung an der Mizelloberfläche. 
Da bei allen Versuchen Hexadecan emulgiert wurde, stellt Vm eine Konstante dar. Der 
Radius r der Mizelle steigt mit zunehmender Länge der hydrophoben Kette des Tensids. 
Im Vergleich der (Bio-)Tenside hat SDS mit 12 Kohlenstoffatomen gegenüber 10 C-
Atomen bei Rhamnolipid bzw. 8 C-Atomen bei THL-4 die längere hydrophobe Kette. Die 
Unterschiede in der Kettenlänge sind allerdings gering und merkliche Auswirkungen auf 
die Löslichkeit des hydrophoben Stoffs sind nicht zu erwarten. Dem Einfluss der Ketten-
länge wirkt außerdem die Grenzflächenspannung γ an der Mizelloberfläche entgegen. 
Diese ist experimentell nicht ohne Weiteres zugänglich, kann aber näherungsweise durch 
die Grenzflächenspannung, z. B. gegenüber Hexadecan als hydrophobem Lösungsmittel 
(s. Tabelle 5, S. 57), ersetzt werden. Bringt man die Form der Mizellen mit den Werten 
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besitzen meist γ-Werte >> 1 mN m
-1
. Dies trifft u. a. auf SDS zu (γ = 10 mN m
-1
 /160/). 
Die maximale Solubilisierung hierfür liegt etwa bei einem Substratmolekül pro 10 Ten-
sidmolekülen (im weiteren Verlauf als Faktor ω definiert, s. Tabelle 13). Bei Stäbchen-
mizellen hingegen liegen die γ-Werte etwa bei 1 mN m
-1
, die den Daten der Biotenside 
entsprechen (RL: γ = 0.25 mN m
-1
 /37/, THL-4: γ < 1 mN m
-1
 /36/). Für derartige 
Systeme kann die maximale Solubilisierung mit etwa einem Substratmolekül pro Tensid-
molekül abgeschätzt werden /1/. Unter Berücksichtigung dieser Randbedingungen ist die 
Berechnung einer effektiven Stoffmenge neff der eingesetzten Tenside möglich. Diese 
weist einen linearen Zusammenhang mit dem experimentell ermittelten Emulsionsgrad 
auf (s. Abbildung 37B und Tabelle 13). Die Mizellform und somit der Einfluss der 
Grenzflächenspannung spielt demnach eine entscheidende Rolle für die beobachteten 
Unterschiede im Solubilisierungsvermögen der (Bio-)Tenside. 
 
Tabelle 13:  Wichtige Größen zur Erfassung der Abhängigkeit des ermittelten Emulsionsgrades von 
der eingesetzten hin zur effektiven Tensidstoffmenge 
(Bio-)Tensid SDS Rhamnolipid THL-4 
       
  in mmol 
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*
 Stoffmenge nTensid in 1 l Probe, nTensid,eff effektive Stoffmenge (korrigiert um ω); EG Emulsionsgrad; 
γ Grenzflächenspannung;  
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Die ermittelten Emulsionsgrade sind demzufolge hauptsächlich von der eingesetzten (ef-
fektiven) Stoffmenge der Tenside abhängig. Um dennoch einen möglichen strukturellen 
Einfluss der jeweiligen (Bio-)Tenside herauszuarbeiten, ist die Berechnung der Stoff-
menge des emulgierten Hexadecans (n(Hexadecan,exp)) bezogen auf die effektive Stoffmenge 
der Tenside erforderlich (= ώ, s. Tabelle 13). Für SDS, Rhamnolipid und THL-4 ergeben 
sich Hexadecan- zu Tensidmolekül-Verhältnisse von 40:1, 50:1 bzw. 60:1. Die Unter-
schiede sind hierbei vernachlässigbar, da bereits geringe Abweichungen in der Gesamt-
stoffmenge des Hexadecans entsprechende Varianzen verursachen. Prinzipiell kann folg-
lich pro Tensidmolekül die gleiche Stoffmenge an Hexadecan solubilisiert werden. Ledig-
lich die Mizellform, d. h. die Unterschiede des Faktors ω der Biotenside (1:1) im Ver-
gleich zu SDS (1:10), führen bei Rhamnolipid und THL-4 zu einem besseren Solubili-
sierungsvermögen bezogen auf die eingesetzte Stoffmenge der Tenside. 
 
4.4.1.3 Stabilität von Hexadecan-in-Phosphatpuffer-Emulsionen 
Da im Rahmen mikrobiologischer Anwendungen Untersuchungen in destilliertem Wasser 
kaum relevant sind, wurden weitere Messungen unter Verwendung von 0.5fach Phosphat-
puffer als biologisch bedeutungsvollem Medium durchgeführt. Die Pufferkonzentration 
wurde entsprechend der kalorimetrischen Bestimmung der cmc mittels ITC (s. Kapitel 
4.1.1) gewählt. 
Bei der Herstellung von Emulsionen in gepufferten Medien bereitet eben genau dieser 
Elektrolytzusatz Probleme. Die Zugabe von Fremdionen führt häufig zum Brechen einer 
Emulsion und wird entsprechend hierfür gezielt eingesetzt. Eine Hexadecan-in-Wasser-
Emulsion ist eine gewisse Zeit aufgrund der elektrostatischen Abstoßungskräfte der nega-
tiv geladenen Hexadecan-Tröpfchen stabil /1, 140/. Die zugegebenen Elektrolytionen 
schwächen diese Kräfte und die einzelnen Tröpfchen koaleszieren. So verwundert es 
kaum, dass es nicht möglich war eine Hexadecan-Emulsion in 0.5fach Phosphatpuffer 
ohne Zusatz von Tensiden herzustellen. Immerhin war die stabilisierende Wirkung der 
(Bio-)Tenside ausreichend, um einen gewissen Teil des Hexadecans zu emulgieren. Mit 
Hilfe von SDS (10 mmol l
-1
) und THL-4 (15 mg l
-1
 ≙ 0.02 mmol l-1) konnten dabei 63 % 
bzw. 5 % des Hexadecans emulgiert werden. Überraschend war allerdings die Emulgier-
wirkung des Rhamnolipids. Mit diesem Biotensid konnte ein Emulsionsgrad von über 
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94 % erzielt werden. Folglich lag nahezu das gesamte Hexadecan in der Probe als 
Emulsion vor (s. Abbildung 38). 
 
 
Zumindest bei SDS und THL-4 scheint, wie auch schon im Kapitel 4.4.1.2 diskutiert, die 
eingesetzte Stoffmenge der Tenside eine entscheidende Rolle zu spielen. Korrigiert man 
diese auch hier um den Faktor ω (s. auch Tabelle 13) und berechnet mit Hilfe der 
effektiven Stoffmenge das Verhältnis von Hexadecan- zu Tensidmolekül, so ergibt sich 
für SDS 30:1 und für THL-4 10:1. Die Unterschiede sind auch hier auf Abweichungen 
bei der Gesamtstoffmenge des Hexadecans zurückzuführen und zu vernachlässigen. Er-
staunlich ist hingegen bei THL-4 die deutliche Abnahme des Emulsionsgrades (Wasser: 
28 %, 0.5fach PP: 5 %) bzw. des Stoffmengenverhältnissen ώ (Wasser: 60:1, 0.5fach PP: 
10:1) im Vergleich zu SDS. Dabei liegt die Vermutung nahe, dass im Falle des SDS, 
bereits durch die Ladung des Sulfatanions als Kopfgruppe ein Teil der Elektrolytionen 
gebunden wird. Außerdem sind aufgrund der Dissoziation des SDS (85 % /87/) auch in 
destilliertem Wasser Na
+
-Ionen zugegen. Eine zusätzliche Erhöhung der Elektrolytkon-
zentration scheint dann einen weniger starken Einfluss auszuüben. Bei THL-4 ist das 



























































in 0.5fach PP Abbildung 38: 
Vergleich der Emulsionsgrade von n-
Hexadecan-Emulsionen: 
> in dest. Wasser bzw. 
> 0.5fach PP, 
erreichte Stabilisierung der Emulsionen 




-1≙0.6 mmol l-1) und THL-4 
(15 mg l
-1≙0.02 mmol l-1  bzw. 150 mg l-1 
≙0.2 mmol l-1 ), 
Vergleich des 4. Zyklus‘ 
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Wie erklärt sich nun aber die besondere Emulgierwirkung des Rhamnolipids in 0.5fach 
Phosphatpuffer? Das Gegenion an der Kopfgruppe ist wie auch bei THL-4 nur ein Proton. 
Daher sollte ein ähnlicher Zusammenbruch des Emulsiongrades zu erwarten sein. Viel-
mehr tritt das Gegenteil ein: der Emulsionsgrad erhöht sich sogar im Vergleich zu den 
Hexadecan-in-Wasser-Emulsionen. Obwohl kein expliziter Bezug zur Struktur im Einzel-
nen möglich ist, bietet die Zusammensetzung des verwendeten Rhamnolipids dennoch 
einen Erklärungsansatz. Die Rhamnolipidmischung JBR 425 ist ein Gemisch aus Mono- 
und Dirhamnolipiden. Trotz Elektrolytzugabe scheint diese über eine ausgezeichnete 
Emulgierwirkung zu verfügen. Auch moderne Formulierungen können gegenüber derarti-
gen Brechen ihrer Emulsionen beständig sein. Diese bestehen allerdings aus einem Ge-
misch einer Vielzahl von Stoffen wie Emulgatoren, Stabilisatoren und weiteren Hilfsstof-
fen. Rhamnolipid ist als Biotensid ein mikrobiologisch hergestelltes Produkt. Somit liegt 
durchaus nahe, dass evolutionsbedingt eine entsprechende Anpassung an den Lebensraum 
der Bakterien erfolgt ist, um hydrophobe Stoffe auch in Gegenwart von Ionen zu solubili-
sieren und auf diese Weise als Kohlenstoffquelle verfügbar zu machen. Hinsichtlich des 
hier eingesetzten Rhamnolipids scheint dies besonders erfolgreich geschehen zu sein.  
 
4.4.1.4 Abhängigkeit des Emulsionsgrades von der Konzentration des THL-4 
Aus den bisherigen Ergebnissen ist die Abhängigkeit des Emulsionsgrades von der einge-
setzten Stoffmenge an Tensid deutlich erkennbar. Aufgrund der vergleichsweise schlech-
ten Emulsionswirkung des THL-4 bei einer Konzentration von 15 mg l
-1
 wurden abschlie-
ßend für dieses Tensid noch zusätzliche Experimente durchgeführt werden. Durch die 
Erhöhung der Tensidkonzentration auf 150 mg l
-1
 sollten hierbei entsprechend höhere 
Emulsionsgrade erzielt werden. 
Die Erhöhung der Konzentration des THL-4 in 0.5fach Phosphatpuffer ermöglichte tat-
sächlich eine Zunahme des Emulsionsgrades von 5 auf 46 %. Die Emulgierwirkung 
nimmt folglich nahezu linear mit der Tensidkonzentration zu. Im Vergleich dazu konnte 
in destilliertem Wasser lediglich eine Zunahme von 28 auf 50 % verzeichnet werden (s. 
auch Abbildung 38). Trotz der ungünstigeren Ausgangslage aufgrund der Gegenwart von 
Fremdionen und der dadurch insgesamt kleineren Emulsionsgrade in 0.5fach Phosphat-
puffer, scheint die Kapazität der Mizellen noch nicht gänzlich erschöpft. Aus den Daten 
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lässt sich somit andeutungsweise eine maximale Kapazität (s. auch Tabelle 13) von etwa 
100 Hexadecanmolekülen pro Tensidmolekül ablesen. Gleichermaßen scheint eine noch-
malige Erhöhung der Tensidkonzentration bei THL-4 zu keiner weiteren Verbesserung 
hinsichtlich der emulgierenden Wirkung zu führen. Ursache hierfür ist wahrscheinlich die 
bereits schlechte Löslichkeit des Biotensids. 
 
4.4.2 Charakterisierung des Solubilisierungsvermögens mittels ITC 
Wie bereits erwähnt, kann zur Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Tensid 
und Schadstoff das Solubilisierungsvermögen herangezogen werden. Hierbei wird die 
Verringerung der cmc eines Tensids durch die Einlagerung eines hydrophoben Stoffs in 
den Mizellkern als Maß für die Stärke der Wechselwirkung genutzt. Das Solubilisie-
rungsvermögen einer mizellaren Lösung gegenüber einem Kohlenwasserstoff sollte sich 
demnach in der Differenz zwischen der cmc und der sogenannten Pseudo-cmc wider-
spiegeln. 
Die experimentelle Bestimmung erfolgt dabei analog der cmc-Bestimmung mittels der 
Isothermen Titrationskalorimetrie (s. Kapitel 4.1.1). Statt der konzentrierten Tensidlösung 
wird jedoch eine gleichermaßen konzentrierte n-Hexadecan-Tensid-Emulsion in Wasser 
bzw. 0.5fach Phosphatpuffer injiziert. Die Emulsionen wurden wie bei den DSC-Unter-
suchungen mittels Ultraschallbehandlung hergestellt. Da die Stabilität dieser zeitlich be-
grenzt war, wurde die Emulsion erst unmittelbar vor Beginn der Titration vorbereitet und 
in die zugehörige Injektionsspritze eingefüllt. Auf diese Weise gelang die Bestimmung 
der Pseudo-cmc von SDS sowohl in Wasser als auch in 0.5fach Phosphatpuffer unter 
Verwendung von n-Hexadecan als hydrophobem Substrat. Die bereits integrierten Kurven 
sind in Abbildung 39 dargestellt. Die Reduzierung der cmc durch den Einfluss des emul-
gierten n-Hexadecans ist aus dem Vergleich der zugehörigen Kurvenverläufe zum einen 
in Wasser (Abbildung 39A) und zum anderen in Phosphatpuffer (Abbildung 39B) gut 
erkennbar. Die cmc wurde dabei von 8.2 mmol l
-1
 auf eine Pseudo-cmc von 7.0 mmol l
-1
 
bzw. von 3.5 auf 3.1 mmol l
-1
 herabgesetzt (s. auch Tabelle 14). Der vergleichsweise 
hohe Fehler von bis zu 6 % resultiert hierbei aus der parallel ablaufenden Entmischung 
der Emulsion in der Injektionsspritze und der damit verbundenen ungleichmäßigen Ver-
teilung von emulgierten und bereits entmischten Hexadecan. 
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Abbildung 39: Bestimmung der cmc bzw. Pseudo-cmc von SDS mittels ITC 
A) in dest. H2O, 30 Zugaben á 8 µl einer 80 mmol l
-1
 SDS-Lsg. in dest. H2O, für Pseudo-cmc Herstellung 
einer entsprechenden Emulsion mit n-Hexadecan (1 %), B) in 0.5fach PP, 25 Zugaben á 8 µl einer 
60 mmol l
-1
 SDS-Lsg. in 0.5fach PP, für Pseudo-cmc Herstellung einer entsprechenden Emulsion mit n-
Hexadecan (1 %); Ermittlung der Wärme durch Integration der einzelnen Wärmeleistungspeaks (bezogen 
auf zugegebene Mole SDS), cmc bzw. Pseudo-cmc sind jeweils mit Pfeilen gekennzeichnet 
 
Aus dem Zusammenhang von cmc und freier Standardenthalpie der Mizellbildung (s. 
Gleichung 4, S. 29) leiten sich die entsprechenden Werte für      
  ab. Aus der Differenz 
ist die freie Transferenthalpie für Hexadecan aus dem Medium in die Mizelle berechen-
bar: 
          
        
            
        (14) 
Hierbei steht (1) für die tatsächliche Mizellbildung und in (2) ist der Einfluss des emul-
gierten Hexadecans enthalten. Je höher der Betrag von        
  (negativ), desto thermo-
dynamisch begünstigter ist die Einlagerung des Kohlenwasserstoffs in eine Mizelle. Für 
den Transfer des Hexadecans aus Wasser in eine SDS-Mizelle wurde        
  
zu -0.4 kJ mol
-1
 bestimmt und für den Transfer in 0.5fach Phosphatpuffer entsprechend zu 
-0.3 kJ mol
-1
. Vergleichbare Ergebnisse erhielten auch Patel et al., welche die Solubili-
sierung von Simvastatin
2
 mit Hilfe unterschiedlicher synthetischer Tenside untersuchten. 
Für SDS in Wasser wurde        
  zu -0.7 kJ mol
-1
 ermittelt /87/. Trotz des wesentlich 
sperrigeren Grundgerüstes (s. Abbildung 40) scheint die Einlagerung dieses Moleküls 
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 Wirkstoff gegen zu hohe Cholesterin-Werte 
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sogar besser vonstatten zu gehen. Anzumerken ist allerdings, dass in der genannten Arbeit 
Simvastatin in Wasser gelöst in der Kalorimeterzelle vorgelegt wurde und lediglich eine 
mizellare SDS-Lösung zugegeben wurde. Die unterschiedliche experimentelle Vor-
gehensweise sollte beim direkten Vergleich beachtet werden. 
 
 
Unter Berücksichtigung der ermittelten Emulsionsgrade aus den DSC-Untersuchungen 
(Wasser: 88 %, 0.5fach PP: 63 %) wurde bezüglich        
  ein deutlicherer Unterschied 
bei der Verwendung der entsprechenden Medien erwartet. Im Rahmen des Fehlers sind 
diese jedoch im Grunde gleich. 
Die Einlagerung von Hexadecan in die SDS-Mizelle beeinflusst allerdings nicht nur die 
cmc und die freie Standardenthalpie der Mizellbildung, sondern auch die experimentell 
bestimmte Enthalpie sowie die Entropie der Mizellbildung. Analog Gleichung 14 ergeben 
sich für die Transferenthalpie und -entropie: 
       
        
            
       (15) 
         
        
            
        (16) 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengestellt. Hieraus wird ersichtlich, dass in 
destilliertem Wasser die Einlagerung von Hexadecan in die SDS-Mizelle in erster Linie 
entropisch bestimmt wird (       
 =0.24 kJ mol
-1
,        




), während in 
0.5fach Phosphatpuffer nahezu ausschließlich der Enthalpiebeitrag zur Erhöhung der ne-
gativen freien Standardenthalpie führt (       
 =-0.22 kJ mol
-1
,        





Bereits im Kapitel 4.1.3 konnte gezeigt werden, welche Bedeutung der Beitrag der En-
tropie für die Mizellbildung hat. Die hier dargestellten thermodynamischen Daten unter-
Abbildung 40: Strukturformel von Simvastatin 
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stützen die stärkere Wechselwirkung des n-Hexadecans mit SDS bei der Verwendung von 
Wasser anstatt des biologisch relevanten Phosphatpuffers. Dies hatte sich bereits bei den 
DSC-Untersuchungen anhand der unterschiedlichen Emulsionsgrade herausgestellt. 
 
Tabelle 14:  Vergleich der thermodynamischen Daten für die Mizellbildung von SDS mit bzw. ohne 
Zusatz von n-Hexadecan als Emulsion, Berechnung der freien Transferenthalpie 
       
  
Medium 













cmc in mmol l
-1
 8.20 ± 0.01 7.0 ± 0.4 3.5 ± 0.1 3.1 ± 0.1 
     
  in kJ mol
-1
 
       
  in kJ mol
-1
 
-21.86 ± 0.01 
 
-22.3 ± 0.1 
 -0.4 
-23.95 ± 0.08 
 
-24.3 ± 0.1 
 -0.3 
     
  in kJ mol
-1
 
       
  in kJ mol
-1
 
-0.99 ± 0.03 
 
-0.75 ± 0.1 
 0.24 
-1.44 ± 0.04 
 
-1.66 ± 0.06 
 -0.22 
     





       




70.0 ± 0.1 72.2 ± 0.5 
 2.2 




Nach der Bestimmung der Pseudo-cmc von SDS unter Einfluss des emulgierten Hexa-
decans, sollten in einem weiteren Schritt analoge Experimente für das Biotensid Rhamno-
lipid durchgeführt werden. Allerdings wurde bereits bei der Bestimmung der cmc von 
Rhamnolipid mittels ITC die Detektionsgrenze des verwendeten Kalorimeters erreicht 
(Kapitel 4.1.1.2). Der beobachtete thermische Effekt bei der Zugabe höherer Konzen-
trationen muss folglich auf anderen Reaktionen beruhen. Dies hat auch Konsequenzen für 
die hier beabsichtigten Untersuchungen. So führte die Einlagerung des Hexadecans in die 
Mizellen zur Aufhebung der oben genannten Wechselwirkung. Die Titrationskurven las-
sen lediglich die Auswertung der Verdünnungsenthalpie einer höher konzentrierten Hexa-
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decan-Rhamnolipid-Emulsion in eine weniger konzentrierte Lösung zu. Diese liegt bei 
(-0.6 ± 0.2) kJ mol
-1
 Rhamnolipid. Der enorme Fehler von etwa 30 % ist, wie bereits bei 
SDS erläutert, auf die Entmischung der Emulsion in der Injektionsspritze während der 
ITC-Messung zurückzuführen. 
 
Auf die Bestimmung der Pseudo-cmc von THL-4 muss an dieser Stelle ebenfalls verzich-
tet werden. Die entsprechenden thermischen Signale liegen bereits unterhalb der Mess-
grenze des verwendeten Kalorimeters. Die zeitlich begrenzte Stabilität der Hexadecan-
THL-4-Emulsionen schließen außerdem die Bestimmung der Pseudo-cmc über Ober-
flächenspannungsmessungen aus. Hierbei war eine Gleichgewichtseinstellung von ca. 
zwei Stunden erforderlich. In dieser Zeit ist die Entmischung der Emulsion bereits zu weit 
fortgeschritten. 
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4.5 Charakterisierung der Zelloberfläche 
Der Schwerpunkt der Untersuchungen zu den Wechselwirkungen im System Bakterium – 
Tensid – Schadstoff lag bisher auf kalorimetrischen Methoden. Die Kalorimetrie ist dabei 
als universelle Methode auf nahezu jede Reaktion anwendbar, bei der ein Wärmeeffekt zu 
verzeichnen ist. Das detektierte Signal stellt jedoch ein Summensignal dar und bei der 
Anwendung auf komplexe Systeme ist die Zuordnung der gemessenen Effekte, z. B. zu 
einer bestimmten Struktur bzw. zu Teilreaktionen, nicht trivial. Für eine detaillierte Auf-
klärung der Vorgänge ist daher die Kombination mit weiteren Analysenmethoden von 
Vorteil. Um genauere Aussagen zur Modifizierung der Bakterienzelloberfläche durch die 
Zugabe von (Bio-)Tensiden machen zu können, wurden im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit zusätzlich XPS-Analysen durchgeführt und das Zeta-Potential der Bakteriensus-
pensionen bestimmt. 
Mit Hilfe der XPS (s. Kapitel 4.5.1) kann die elementare Zusammensetzung von Ober-
flächen analysiert werden. Bei biologischen Proben handelt es sich hierbei vor allem um 
Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff. Aus den Daten ist zudem eine Abschätzung des 
Anteils kohlenwasserstoffähnlicher Verbindungen an der Oberfläche möglich. Diese sind 
als Maß für die Hydrophobizität von Bakterien anzusehen. Umstritten ist jedoch die 
erforderliche Probenvorbereitung. Für die Untersuchung mittels XPS im Ultrahoch-
vakuum müssen die Bakteriensuspensionen zunächst gefriergetrocknet werden. Eine Ver-
änderung der Zelloberfläche ist folglich nicht völlig auszuschließen. Aus diesem Grund 
wurde die Bestimmung des Zeta-Potentials (s. Kapitel 4.5.2) als zweite ergänzende 
Methode gewählt. Die entsprechenden Experimente können hierbei unter physiologischen 
Bedingungen, d. h. beispielsweise in Phosphatpuffer, durchgeführt werden. Das Zeta-
Potential ist eine wichtige Größe zur Charakterisierung von elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zwischen Teilchen. Ebenso wie die XPS ist diese Methode oberflächensensitiv 
und Veränderungen an der Bakterienzelloberfläche sollten sich in der Messgröße wieder-
finden. 
Neben der Untersuchung der Modifizierung der Zelloberfläche durch die Zugabe der 
(Bio-)Tenside ist außerdem die Überprüfung des Einflusses der Autoklavierung von 
Bakteriensuspensionen, welche für die Wechselwirkungsexperimente mit inaktiven 
Bakterien (s. Kapitel 4.2) notwendig war, von Interesse. Im Kapitel 4.5.3 soll in diesem 
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Zusammenhang geklärt werden, ob und inwieweit mit Hilfe dieser beiden nichtkalori-
metrischen Methoden Veränderungen relevanter Oberflächencharakteristika (elementare 
bzw. molekulare Zusammensetzung und Oberflächenladung) feststellbar sind. 
 
4.5.1 Untersuchungen der Zelloberfläche mittels XPS 
Wie bereits in der Literaturübersicht (s. Kapitel 2.4.1) ausgeführt wurde, stellt der Einsatz 
der XPS zur Charakterisierung von Bakterienzelloberflächen eine Nische dar. Nichts-
destotrotz ist es möglich mit Hilfe der zugänglichen Literatur sowohl die Probenvor-
bereitung als auch die Messmethodik für derartige Proben zu erarbeiten. Daher werden im 
Kapitel 4.5.1.1 zunächst die Ergebnisse der Oberflächenzusammensetzung der verwen-
deten Rhodococcen bzw. Pseudomonaden nach dem Wachstum auf Benzoat als Refe-
renzsubstrat vorgestellt und mit den Literaturdaten abgeglichen. Nach der auf diese Weise 
erzielten Verifizierung der grundlegenden experimentellen Vorgehensweise, wird im 
Kapitel 4.5.1.2 auf die messbaren Unterschiede in der Oberflächenzusammensetzung der 
Bakterienstämme in Abhängigkeit vom Substrat eingegangen. Hierbei soll insbesondere 
der Einfluss von Hexadecan als hydrophobe Kohlenstoffquelle und die mit diesem Sub-
strat verbundene Biotensidsynthese bei den Rhodococcus-Stämmen 1CP und B7g disku-
tiert werden. Abschließend sollen erste Ergebnisse im Kapitel 4.5.1.3 aufzeigen, 
inwiefern die An- bzw. Einlagerung der (Bio-)Tenside durch die Analyse der elementaren 
Oberflächenzusammensetzung mittels XPS nachweisbar sind. 
 
4.5.1.1 Erarbeitung des Auswerteverfahrens in Anlehnung an Literaturdaten 
Nach der im Kapitel 3.4.2.3 beschriebenen Probenvorbereitung und der Vermessung der 
gefriergetrockneten Bakterienproben (s. Kapitel 3.6) wurden die erhaltenen Signale für 
die Elemente Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff sowie in einigen Fällen Phosphor 
ausgewertet. Das C1s-Signal kann dabei wie im Kapitel 2.4.1.1 dargestellt in die ent-
sprechenden Bestandteile zerlegt werden, welche mit Hilfe von GAUß-LORENTZ-Funk-
tionen beschrieben werden können. Die erwarteten Bindungsenergien der einzelnen Peaks 
/130/ konnten anhand der experimentellen Daten bestätigt werden. Das Referenzsignal 
wurde dabei auf 284.8 eV festgelegt und repräsentiert Kohlenstoffatome, die nur an 
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Kohlenstoff oder Wasserstoff (C-(C,H)) gebunden sind (s. Abbildung 41, dunkelrote 
Peaks). Ein weiteres Signal bei etwa 286 eV kann Kohlenstoffatomen zugeordnet werden, 
die eine Einfachbindung zu Sauerstoff bzw. Stickstoff (C-(O,N)) aufweisen (grüne 
Peaks). Die anderen Signale bei 288 bzw. 289 eV entsprechen Kohlenstoffatomen mit 
mindestens einer Doppelbindung zu Sauerstoff ((C=O) und (O=C-OH), blaue bzw. pinke 
Peaks). Analog konnte die Peakzerlegung des O1s-Signals aus den Literaturdaten 
nachvollzogen werden. Es ergab sich jeweils ein Signal bei etwa 531 eV (für P. putida 
532 eV) für (O=C)-Spezies (dunkelgrüne Peaks) und bei ca. 533 eV (für P. putida 
534 eV) für (C-OH und C-O-C-O-C) (orange Peaks). Bereits bei der bloßen Betrachtung 
der C1s- bzw. O1s-Signale und der zugehörigen Peakzerlegung für die verschiedenen 
Bakterienstämme fällt die unterschiedliche Intensitätsverteilung auf. Bei einer solchen 
Peakzerlegung handelt es sich jedoch nur um eine mathematische Annäherung an die 
tatsächlichen Bindungsverhältnisse des Kohlenstoffs an der Bakterienzelloberfläche. Für 
ein aussagekräftiges Ergebnis ist daher die Auswertung der Gesamtflächen von Kohlen-
stoff, Sauerstoff und Stickstoff und deren Verhältnis zueinander zu bevorzugen. 
Da die einzelnen Elemente unterschiedlich hohe Wirkungsquerschnitte gegenüber Rönt-
genstrahlung aufweisen, ist eine Korrektur der ermittelten Flächen mit Hilfe der SCO-
FIELD-Faktoren erforderlich. Zudem ist die Angabe von Absolutwerten kaum sinnvoll, da 
diese zusätzlich von gerätespezifischen Größen abhängig sind. Aufgrund dessen werden 
in der Literatur meist die Verhältnisse der Elemente zueinander angegeben. Für bio-
logische Proben sind hierbei in erster Linie die Verhältnisse von O/C und N/C von 
Bedeutung. Wie im Kapitel 2.4.1.2 dargestellt, können die molekularen Hauptbestandteile 
(Proteine (Pr), Polysaccharide (PS) und Kohlenwasserstoffanaloga (KW)) an der Zell-
oberfläche auf Basis eines Modells aus den experimentell ermittelten Verhältnissen 
abgeschätzt werden. Die Anwendung dieses Modells ist unter den Forschungsgruppen, 
welche mikrobiologische Proben mittels XPS analysieren, weit verbreitet. So war es 
möglich die molekulare Oberflächenzusammensetzung verwandter Bakterienstämme mit 
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Rhodococcus- bzw. Pseudomonas-
Stämmen zu vergleichen. Die Daten sind in Tabelle 15 enthalten. Die Anteile der 
einzelnen Bestandteile stimmen hierbei tendenziell überein. Die Abweichungen sind vor 
allem auf die Verwendung anderer Wachstumssubstrate zurückzuführen, und darauf, dass 
es sich trotz des Verwandtschaftsverhältnisses um verschiedene Bakterienspezies handelt. 
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Abbildung 41: Spektren des Kohlenstoffsignals C1s sowie des Sauerstoffsignals O1s mit der ent-
sprechenden Peakzerlegung 
A) R. opacus 1CP, B) R. erythropolis B7g und C) P. putida mt-2: links C1s mit (C-(C,H)) bei 284.8 eV 
(Referenz), (C-(O,N)) bei ca. 286 eV, (C=O) bei etwa 288 eV und (O=C-OH) bei 289 eV, rechts O1s mit 
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Tabelle 15: Ergebnisse der XPS-Analysen für die Stämme R. opacus 1CP, R. erythropolis B7g und P. putida mt-2 (WT bzw. KT2440) gewachsen auf Benzoat, 
Einzelmessungen und Angabe Mittelwert ± Standardabweichung (fett) der Masseanteile von Proteinen (Pr), Polysacchariden (PS) und Kohlenwasserstoffanaloga (KW); 




Molverhältnis Masseanteil Modellverbindung in % Referenz 
O/C N/C P/C CPr/C CPS/C CKW/C Pr PS KW 
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Die Ergebnisse der in Tabelle 15 aufgelisteten Einzelmessungen machen hingegen deut-
lich, dass die biologische Varianz auch bei im Grunde konstanten Kultivierungsbedin-
gungen nicht zu unterschätzen ist. Der Fehler betrug bei den auf-Benzoat-gewachsenen 
Kulturen bis zu 16 % und ist nach den Angaben der Literatur durchaus nicht ungewöhn-
lich /55, 132/. Dennoch ist eine eindeutige Differenzierung der untersuchten Bakterien-
stämme möglich. So weisen die Rhodococcus-Stämme im Vergleich zu P. putida mt-2 
(Wildtyp, WT) einen wesentlich höheren Anteil an kohlenwasserstoffähnlichen Verbin-
dungen auf. Während P. putida nur etwa 21 % Kohlenwasserstoffanaloga besitzt, sind es 
bei den Stämmen 1CP und B7g 47 bzw. 36 %. Dies spiegelt den hydrophoberen Cha-
rakter der Zelloberfläche dieser Stämme wider. Betrachtet man hingegen den Anteil an 
Polysacchariden an der Bakterienzelloberfläche, so ist dieser bei P. putida mit 45 % 
wiederum deutlich höher als bei den Rhodococcen mit 23 % (1CP) bzw. 29 % (B7g). Der 
hohe Anteil an Polysacchariden ist auf Lipopolysaccharide (LPS) zurückzuführen, einem 
typischen Bestandteil Gram-negativer Bakterien. Einzig im Proteingehalt unterscheiden 
sich die untersuchten Bakterienstämme mit 30 % (1CP), 35 % B7g und 34 % (Pp mt-2) 
nur unwesentlich voneinander. 
Abgesehen von der Unterscheidung der einzelnen Bakterienstämme wurde überraschen-
derweise auch eine Veränderung der Zelloberfläche durch die genetische Manipulation 
des Wildtyps von P. putida mt-2 hin zum Sicherheitsstamm KT2440 beobachtet. Der 
Proteingehalt (Pp mt-2: 34 %, KT2440: 30 %) und der Anteil an Kohlenwasser-
stoffanaloga (Pp mt-2: 21 %, KT2440: 17 %) nahmen ab, während der Polysaccharid-
gehalt entsprechend zunahm (Pp mt-2: 45 %, KT2440: 53 %). Die Veränderungen spielen 
insbesondere im Kapitel 4.5.3 eine wichtige Rolle. Für die Untersuchung des Einflusses 
der (Bio-)Tenside auf die Zusammensetzung der Bakterienoberfläche musste hierbei 
aufgrund neuer Sicherheitsbestimmungen im Rahmen der Bachelorarbeit von Herrn Obst 
auf den Stamm KT2440 ausgewichen werden. 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass bereits durch erste Messungen die Literaturdaten 
nachvollzogen werden konnten und zudem eine Differenzierung der einzelnen Bakterien-
stämme möglich ist. Im nachfolgenden Kapitel soll daher untersucht werden, inwieweit 
eine Veränderung der Bakterienoberfläche beim Wachstum auf n-Hexadecan als Substrat 
mittels XPS nachweisbar ist. 
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4.5.1.2 Veränderung der Bakterienzelloberfläche in Abhängigkeit vom Substrat 
In vorangegangenen Arbeiten konnte für R. opacus 1CP bereits eine Veränderung der 
elementaren Zusammensetzung der gesamten Bakterienzelle in Abhängigkeit von der 
Kohlenstoffquelle (Glucose bzw. Tetradecan) gezeigt werden /12/. Allerdings spielt ins-
besondere die Zelloberfläche und deren Hydrophobierung für die Aufnahme von bei-
spielsweise n-Alkanen eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund verfolgten auch 
Sokolovská et al. die Veränderung der Zelloberfläche von R. erythropolis E1 beim 
Wachstum auf Acetat bzw. Pristan u. a. mittels XPS. Aus den Ergebnissen war eine 
Zunahme des Proteingehaltes (Acetat: 18 %, Pristan: 31 %) sowie des Anteils an kohlen-
wasserstoffähnlichen Verbindungen (Acetat: 22 %, Pristan: 28 %) und entsprechend eine 
Abnahme des Polysaccharidgehaltes (Acetat: 60 %, Pristan: 41 %) abzulesen /55/. Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit stellt demnach die XPS für die Untersuchung einer 
möglichen substratabhängigen Veränderung der Zusammensetzung der Bakterienober-
fläche eine geeignete Methode dar. 
In Abbildung 42 sind die Anteile von Proteinen, Polysacchariden und Kohlenwasserstoff-
Verbindungen auf der Bakterienzelloberfläche der Rhodococcus-Stämme beim Wachstum 
auf Benzoat (rotbraun) bzw. Hexadecan (orange bzw. grün) gegenübergestellt. Beim 
Stamm 1CP ist eine geringe Zunahme des Proteingehaltes von 30 auf 36 % zu verzeich-
nen. Diese wird durch die Abnahme der Anteile an Polysacchariden (Benzoat: 23 %, 
Hexadecan: 20 %) und Kohlenwasserstoffanaloga (Benzoat: 47 %, Hexadecan: 44 %) 
kompensiert. Unter Berücksichtigung der teils enormen Fehlerbereiche ist jedoch ledig-
lich die Veränderung des Proteingehaltes erwähnenswert. Aufgrund der Voruntersuch-
ungen wurde eine deutlichere Zunahme des Kohlenwasserstoffanteils erwartet. Die ge-
ringe Abnahme spricht aber eher für eine Hydrophilierung der Oberfläche. Eine mögliche 
Erklärung stellt die Maskierung der Bakterienzelle durch das zelleigene Tensid Treha-
losedicorynomycolat (THL-2) dar. Vergleichbare Beobachtungen wurden beim Wachs-
tum eines Gordonia-Stamms auf n-Hexadecan gemacht /54/. Da THL-2 zur Gruppe der 
Glycolipide zählt, ist bei der Anlagerung an die Zelloberfläche mit dem hydrophoben 
Molekülteil allerdings auch mit einer Erhöhung des Polysaccharidanteils zu rechnen. Die 
Ergebnisse der XPS-Analysen deuten hingegen auf eine Abnahme dessen hin. Die hydro-
phobere Zellhülle des Stamms 1CP beim Wachstum auf Hexadecan ist demnach insbe-
sondere auf die Erhöhung des Proteingehaltes zurückzuführen /55/. 
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Beim Stamm B7g blieb indessen der Anteil an Kohlenwasserstoffanaloga quasi konstant 
bei 36 %. Ebenso ist der Proteingehalt nahezu unverändert (Benzoat: 35 %, Hexadecan: 
32 %). Entsprechend war auch bei den Polysacchariden nur eine geringe Zunahme (Ben-
zoat: 29 %, Hexadecan: 32 %) zu beobachten. Letzteres kann als vorsichtiges Indiz für 
die oben diskutierte Maskierung der Zelloberfläche durch das zelleigene Tensid THL-4 
gedeutet werden. Um deutlichere Unterschiede der Zelloberfläche der Rhodococcen 
herausarbeiten zu können, sollten die hier dargestellten Ergebnisse mit Kulturen, die auf 
einem deutlich hydrophileren Substrat, z. B. Glucose, kultiviert wurden, verglichen wer-
den. Die XPS ist grundsätzlich für derartige Untersuchungen geeignet. 
 
Abbildung 42: Molekulare Zusammensetzung der Zelloberfläche ermittelt aus XPS-Daten 
Anteile der Modellverbindungen: Protein, Polysaccharid und Kohlenwasserstoffanaloga auf der Zellober-
fläche von A) R. opacus 1CP und B) R. erythropolis B7g in Abhängigkeit vom Wachstumssubstrat (Ben-
zoat bzw. n-Hexadecan) 
 
4.5.1.3 Veränderung der Bakterienzelloberfläche durch Zugabe von (Bio-)Tensiden 
Bereits die Ergebnisse aus den kalorimetrischen Titrationsexperimenten der inaktiven 
Bakterienkulturen mit dem synthetischen Tensid SDS (s. Kapitel 4.2.1) zeigen, dass eine 
starke Wechselwirkung zwischen beiden stattfindet. Dies wird durch die enorme ther-
mische Reaktion bei der Zugabe der (Bio-)Tenside in die aktiven Bakterienkulturen (s. 
Kapitel 4.3.1) nochmals bekräftigt. Die Untersuchung von Benzoat-gewachsenen Bakte-
rienkulturen nach der Zugabe der Tenside mittels XPS soll nun Aufschluss darüber 































A) 1CP auf B) B7g auf
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oberfläche durch die (Bio-)Tenside erfolgt und ob die gewählte Analysenmethode hierfür 
geeignet ist. 
In Abbildung 43 sind die Anteile an Protein, Polysaccharid und Kohlenwasserstoff-
analoga für die Stämme R. opacus 1CP (A), R. erythropolis B7g (B) und P. putida mt-2 
(Wildtyp bzw. KT2440, C) dargestellt. Den Daten der unbehandelten Kulturen (jeweils 
links) sind die Ergebnisse der Oberflächenzusammensetzung der Bakteriensuspensionen 
nach Tensidzugabe gegenübergestellt. Wenn möglich ist der Fehlerbalken mit angegeben. 
Der große Fehlerbereich reduziert hierbei die Aussagekraft der beobachteten Verän-
derungen. Für den Stamm 1CP ist nach der Behandlung mit SDS zwar eine Abnahme 
des Proteingehaltes (ohne Tensid: 30 %, +SDS: 25 %) zu verzeichnen, allerdings ist dabei 
eine Überschneidung der Fehlerbereiche beider Untersuchungsreihen zu berücksichtigen. 
Dennoch wäre die Beobachtung durch die hohe Affinität von SDS zu Proteinen leicht 
erklärbar. Durch das Herauslösen einiger Membranproteine würde folglich ein höherer 
Anteil an Polysacchariden (ohne Tensid: 23 %, +SDS: 25 %) bzw. Kohlenwasserstoff-
analoga (ohne Tensid: 47 %, +SDS: 50 %) mittels XPS detektierbar. Die Veränderungen 
der Bakterienzelloberfläche nach der Zugabe von Rhamnolipid sind wesentlich geringer. 
Im Falle des artverwandten THL-4 ist gar keine Veränderung erkennbar. 
Die Veränderungen der Zelloberfläche des Stamms B7g durch die Zugabe der (Bio-) 
Tenside sind ebenfalls kaum von Bedeutung. Auffällig ist hierbei lediglich die Abnahme 
des Proteingehaltes (ohne Tensid: 35 %, +SDS: 33 %) nach der Zugabe von SDS sowie 
die Abnahme des Polysaccharidgehaltes (ohne Tensid: 29 %, +RL: 25 %, +THL-4: 24 %) 
bzw. die Zunahme des Anteils an Kohlenwasserstoffanaloga (ohne Tensid: 36 %, +RL: 
40 %, +THL-4: 41 %) durch die Behandlung mit den Biotensiden Rhamnolipid bzw. 
THL-4 (s. Abbildung 43B). Der Einfluss von SDS auf den Proteingehalt ist vergleichbar 
zum Stamm 1CP und auf die hohe Affinität dieses Tensids zu Proteinen im Allgemeinen 
zurückzuführen. Die Veränderungen durch die beiden Biotenside deuten hingegen eine 
Anlagerung dieser an die Zelloberfläche mit dem hydrophilen Molekülteil (Kohlenhydrat-
baustein) an, so dass vorrangig die hydrophoben Kohlenstoffketten bei der XPS-Analyse 
detektiert werden. Die Ergebnisse stimmen dabei mit den Angaben aus der Literatur 
überein, welche die Verankerung von Trehaloselipiden in der Zellwand als eine der 
bevorzugten Strategien zur Hydrophobierung u. a. von Rhodococcen beschreiben /53/. 
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Abbildung 43: Einfluss der (Bio-)Tenside auf die molekulare Zusammensetzung der Bakterienober-
fläche ermittelt aus XPS-Messungen 
Anteile der Modellverbindungen Protein, Polysaccharid und Kohlenwasserstoffanaloga auf der Zellober-
fläche von A) R. opacus 1CP, B) R. erythropolis B7g und C) P. putida mt-2 (WT bzw. KT2440); C-Quelle: 
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KT2440 + SDS
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KT2440 + THL-4 
KT2440 ohne Tensid
    C) Pp mt-2 (KT2440)
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Deutlichere Veränderungen sind hingegen bei P. putida mt-2 bzw. dem zugehörigen 
Sicherheitsstamm KT2440 (s. Abbildung 43C, Balken jeweils ganz rechts) festzustellen. 
Bei nahezu konstantem Anteil an Kohlenwasserstoffanaloga (ohne Tensid: 17 %, +RL 
bzw. +THL-4: 18 %), nimmt der Polysaccharidgehalt (ohne Tensid: 53 %, +RL: 45 %, 
+THL-4: 42 %) merklich ab und der Proteinanteil (ohne Tensid: 30 %, +RL: 37 %, 
+THL-4: 40 %) entsprechend zu. Diese Beobachtung wurde bei den Biotensiden Rham-
nolipid und THL-4 gemacht. Insbesondere im Zusammenhang mit Rhamnolipiden wurde 
in der Literatur bereits die Ablösung von LPS von der Zelloberfläche beschrieben /23/, 
dies scheint auch hier plausibel. Aufgrund des ähnlichen Aufbaus beider Biotenside 
(jeweils in die Gruppe der Glycolipide einzuordnen) sind auch vergleichbare Reaktionen 
bei der Zugabe dieser Tenside denkbar. Ohne die schützende LPS-Schicht erhöht sich 
folglich der Anteil der sonst darunterliegenden Membranproteine, welche nun bei der 
XPS-Messung mit erfasst werden können. Im Gegensatz zu den Biotensiden waren durch 
die Zugabe von SDS keine Veränderungen der Bakterienoberfläche des Stamms KT2440 
detektierbar. 
 
Der Einfluss der (Bio-)Tenside auf die elementare bzw. molekulare Zusammensetzung 
der gewählten Bakterienstämme ist weniger deutlich als erwartet. Die hohen thermischen 
Effekte nach der Injektion der Tenside sind demzufolge nur bedingt darauf zurückzu-
führen. Ebenso scheint der Anteil der Kohlenwasserstoffanaloga als Maß für die Hydro-
phobizität der Bakterienoberfläche nicht ausreichend zu sein, da diese Größe kaum Ver-
änderungen unterworfen war. Aus diesem Grund soll die Bestimmung des Zeta-Poten-
tials, sowohl der unbehandelten Bakterienkulturen als auch nach der schrittweisen Zugabe 
der (Bio-)Tenside, weitere Hinweise auf mögliche Veränderungen der Zelloberfläche, 
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4.5.2 Messung des Zeta-Potentials von Bakteriensuspensionen 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Zeta-Potential mit Hilfe einer ESA-Sonde 
ermittelt, d. h. die Messungen basieren auf dem Prinzip der Bestimmung der elektro-
akustischen Schallamplitude (ESA). Gewöhnlich werden für die Untersuchung von 
Bakteriensuspensionen mikroelektrophoretische Methoden (z. B. Laser-Doppler-Elektro-
phorese) eingesetzt /145/. Aufgrund der unterschiedlichen experimentellen Methoden 
können die hier erhaltenen Absolutwerte nur bedingt mit Literaturwerten verglichen wer-
den. Dennoch konnte in den eigenen Messungen das erwartete negative Vorzeichen /140/ 
wiedergefunden werden. Des Weiteren ist auch ein Vergleich des Zeta-Potentials der 
einzelnen Bakterienstämme untereinander möglich. Als Referenz wurden auch für diese 
Untersuchungen auf-Benzoat-gewachsene Kulturen verwendet. Anhand der Potentiale in 
Tabelle 16 ist gut erkennbar, dass eine klare Unterscheidung der beiden Rhodococcus-
Stämme sowie des Gram-negativen Stamms P. putida mt-2 möglich ist. Je höher der 
Betrag des Zeta-Potentials, desto stabiler ist die Bakteriensuspension und ebenso hydro-
philer ist diese. Je kleiner der Betrag der Messgröße, desto eher neigen die Bakterien-
kulturen zur Aggregation, was für R. opacus 1CP bereits dokumentiert wurde /12/. Mit 
Hilfe der Werte in Tabelle 16 lässt sich die folgende Reihe mit abnehmender Ladungs-
dichte bzw. steigender Hydrophobizität der Bakterienstämme aufstellen: 
P. putida mt-2 - R. erythropolis B7g - R. opacus 1CP 
Elektrostatische Wechselwirkungen tragen bei den hier untersuchten Bakterienstämmen 
in hohem Maße zu deren hydrophoben Charakter bei. Entsprechend interessant ist, analog 
zu den XPS-Untersuchungen, der Einfluss des Wachstumssubstrats bzw. die Zugabe der 
(Bio-)Tenside auf das Zeta-Potential der Kulturen. 
 
Tabelle 16: Zeta-Potential der untersuchten Stämme nach Wachstum auf Benzoat 
Stamm R. opacus 1CP R. erythropolis B7g P. putida mt-2 KT2440 
ζ-Potential in mV -59 ± 8 -96 ± 2 -191 ± 8 
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4.5.2.1 Veränderung des Zeta-Potentials durch die Zugabe von (Bio-)Tensiden 
Für die Untersuchung des Einflusses der (Bio-)Tenside auf das Zeta-Potential der Bakte-
rienkulturen wurden erneut auf-Benzoat-gewachsene Kulturen eingesetzt. Die Zugabe der 
Tenside erfolgte dabei bis zum Erreichen der jeweiligen cmc in kleineren Schritten und 
wurde mit größeren Messpunktabständen bis etwa zum dreifachen cmc-Wert fortgesetzt. 
Das Ergebnis der Zeta-Potential-Messung der drei Bakterienstämme in Abhängigkeit der 
zugegebenen Tensidmenge ist in Abbildung 44 dargestellt. Bereits auf den ersten Blick 
fällt auf, dass insbesondere das Zeta-Potential von P. putida mt-2 KT2440 durch die 
Zugabe der Tenside beeinflusst wird. Darüber hinaus zeigte sich, dass das synthetische 
Tensid SDS den stärksten Einfluss auf die Oberflächenladung der Bakterien besitzt. Im 
Falle des Stamms KT2440 nahm der Betrag des Potentials um gut 70 % ab. Im Gegensatz 
zu den XPS- Ergebnissen (s. Kapitel 4.5.1.3), bei denen keine Veränderung der 
Zelloberfläche nach der Zugabe von SDS detektiert werden konnte, ist der Einfluss des 
Tensids auf die Oberflächenladung demnach sehr deutlich. Dies muss jedoch keinen 
Widerspruch darstellen. Ursache hierfür könnte eine eher lockere Anlagerung von SDS an 
die Bakterienoberfläche sein. Während diese Anlagerung bei den Zeta-Potential-Mes-
sungen in situ beobachtet werden kann, wird das Tensid bei der Probenvorbereitung für 
die XPS-Analyse (Zentrifugierung, Resuspension) hingegen wieder von der Bakterien-
oberfläche abgetrennt. 
Auch bei den Rhodococcen führte die Zugabe von SDS zu einer Abnahme des Zeta-
Potentialbetrags von über 50 %. Vermutlich handelt es sich hierbei ebenfalls zunächst um 
eine lockere Anlagerung des Tensids, wobei das Herauslösen von Proteinen mit deren 
negativ geladenen Seitenketten (s. auch Kapitel 4.5.1.3 zur XPS) gleichermaßen an der 
Veränderung des Zeta-Potentials beteiligt sein kann. Aufgrund der schon vergleichsweise 
hydrophoben Zellhülle der Rhodococcen ist der Einfluss von SDS auf die Oberflächen-
ladung entsprechend geringer. 
Trotz der unterschiedlichen Startwerte für die einzelnen Bakterienstämme (s. Tabelle 16), 
nähern sich die Werte zum Ende hin einander an. Auffällig ist vor allem die vergleichs-
weise starke Abnahme des Zeta-Potentialbetrags bis etwa zur cmc von SDS (vertikale 
Linie in Abbildung 44A) und der nahezu konstante Wert nach Überschreiten dieser Kenn- 
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Abbildung 44: Einfluss der (Bio-)Tenside auf das Zeta-Potential der Bakteriensuspensionen 
untersuchte Stämme: R. opacus 1CP, R. erythropolis B7g und P. putida mt-2 KT2440, 
Zugabe von A) SDS, B) Rhamnolipid und C) THL-4; C-Quelle: Benzoat 
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größe. Einfluss auf die elektrostatische Wechselwirkung haben demzufolge zum einen die 
Tensidmonomere von SDS und zum anderen scheint nahe der cmc auch eine gewisse 
Sättigung der Zelloberfläche erreicht zu sein. Eine vergleichbare Sättigung konnte auch 
bei den ITC-Experimenten zur Wechselwirkung von inaktiven Bakterien mit SDS beob-
achtet werden (s. Kapitel 4.2.1.1). 
Wie bereits erwähnt, hat auch die Zugabe der Biotenside Einfluss auf das Zeta-Potential 
des Stamms KT2440. Dabei führt Rhamnolipid zu einer Abnahme der Oberflächen-
ladung um gut 60 % und THL-4 immerhin um 40 %. Analog zum SDS ist auch bei der 
Zugabe von Rhamnolipid eine Sättigung zu beobachten. Allerdings wird diese erst ober-
halb der cmc erreicht. Hintergrund hierfür könnte das Ablösen der LPS-Schicht von der 
Oberfläche des Gram-negativen Stamms sein. Dieser Vorgang kann auch oberhalb der 
cmc ablaufen, da das LPS durch Rhamnolipid und in den zugehörigen Mizellen kom-
plexiert wird. Bei der Zugabe von THL-4 ist im untersuchten Konzentrationsbereich bis 
36 mg l
-1
 hingegen keine eindeutige Sättigung zu verzeichnen. Sowohl unter- als auch 
oberhalb der cmc nimmt der Betrag des Zeta-Potentials schrittweise ab. Dies ist einerseits 
auf die langwierige Mizellbildung bei THL-4 (s. auch Kapitel 4.1.2, Oberflächenspan-
nungsmessung) und andererseits, ähnlich der Reaktion mit Rhamnolipid, auf die anhal-
tende Ablösung der LPS-Schicht zurückzuführen. 
Bei den Rhodococcen führt zumindest die Zugabe von Rhamnolipid beim Stamm 1CP 
zu einer sichtbaren Abnahme des Zeta-Potentialbetrags um etwa 40 %. Insbesondere die 
Anlagerung der Tensidmonomere scheint folglich Einfluss zu haben. Oberhalb der cmc 
ist die Oberflächenladung der Bakterien nahezu konstant. Die Veränderung des Zeta-
Potentials des Stamms B7g bei der Zugabe von Rhamnolipid ist dagegen mit einer 
Abnahme des Betrags um knapp 20 % bereits verschwindend gering. Beim eigenen (B7g) 
bzw. artverwandten (1CP) Biotensid THL-4 verliert sich die Wirkung dann fast gänzlich 
(Abnahme bei 1CP ≈20 %, bei B7g nur ≈10 %). Die Zellhülle der Rhodococcen ist aus 
Verbindungen aufgebaut, die dem Trehaloselipid strukturell sehr ähnlich sind. Eine 
entsprechende Zugabe von außen ist daher kaum von Bedeutung. 
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4.5.2.2 Substratabhängige Veränderung des Zeta-Potentials am Beispiel der Rhodo-
coccen 
Anhand der eben dargestellten Ergebnisse ist klar erkennbar, dass insbesondere durch die 
Zugabe des synthetischen Tensids SDS das Zeta-Potential der Bakteriensuspensionen 
verändert wird. Aus der Literatur ist des Weiteren bekannt, dass auch das verwendete 
Wachstumssubtrat Einfluss auf die Oberflächenladung hat /140/. In der vorliegenden 
Arbeit soll daher abschließend das Zeta-Potential von auf-Hexadecan-gewachsenen Kul-
turen am Beispiel der Rhodococcus-Stämme 1CP und B7g diskutiert werden. Dabei 
wurde zusätzlich die Veränderung des Zeta-Potentials dieser Kulturen bei der Zugabe von 
SDS betrachtet. Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abbildung 45 zu sehen. Der 
Startwert für die auf-Hexadecan-gewachsene Kultur des Stamms B7g ist deutlich kleiner 
als bei der zugehörigen Benzoat-Kultur (-90 mV, Hexadecan: -40 mV). Der geringere 
Betrag des Zeta-Potentials des Stamms B7g beim Wachstum auf Hexadecan spiegelt 
hierbei deutlich den hydrophoben Charakter dieses Bakteriums wider. Somit ist nicht der 
Anteil der Kohlenwasserstoffanaloga, der mittels XPS bestimmbar ist, sondern in erster 
Linie die Oberflächenladung die Grundlage für die Hydrophobizität des Stamms B7g. Die 
Zugabe von SDS scheint allerdings keinen weiteren Einfluss auf das Zeta-Potential dieser 
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Anders verhält es sich beim Stamm 1CP. Hier hat das hydrophobe Wachstumssubstrat 
keinen Einfluss auf den Startwert des Zeta-Potentials. Jedoch ist ein vollkommen anderes 
Verhalten bei der Zugabe von SDS zu beobachten. Ein rapider Anstieg führt letztendlich 
zu positiven Werten des Zeta-Potentials. Insbesondere bei den Werten um ±0 mV ist die 
Agglomeration der Bakterienzellen sehr wahrscheinlich. Aber auch ein Zeta-Potential von 
+25 mV ist aus elektrostatischer Sicht für den Kontakt mit den negativ geladenen Hexa-
decan-Tröpfchen von Vorteil. Das Wachstum des Stamms 1CP auf Hexadecan könnte 
sich damit auch positiv auf den weiteren Stoffwechsel auf hydrophoben Substraten aus-
wirken. Die Anwesenheit von Tensiden fördert an dieser Stelle zumindest den erneuten 
Kontakt von Bakterienzellen u. a. mit Hexadecan. Analog zu den Benzoat-Kulturen haben 
vor allem die Tensidmonomere Einfluss auf das Zeta-Potential. Oberhalb der cmc von 
SDS ist wiederum eine Sättigung der Oberflächenladung des Stamms 1CP zu beobachten. 
 
4.5.3 Veränderungen der Bakterienzelloberfläche durch Autoklavieren 
Sowohl die Ergebnisse der XPS-Untersuchungen als auch die Bestimmung des Zeta-
Potentials belegen, dass bereits durch Veränderungen bei der Kultivierung der Bakterien 
Unterschiede in der Zusammensetzung der Zelloberfläche sowie bei der Oberflächen-
ladung hervorgerufen werden können. Entsprechend problematisch ist das Autoklavieren 
der Bakteriensuspensionen in Vorbereitung auf die Untersuchung der Wechselwirkung 
von inaktiven Bakterien mit den Tensiden anzusehen. Um dennoch die Relevanz der im 
Kapitel 4.2 diskutierten Ergebnisse zu bekräftigen, wurden ergänzend autoklavierte 
Bakterienproben zum einen mittels XPS untersucht und zum anderen analoge Experi-
mente zum Zeta-Potential durchgeführt. In Abbildung 46 (XPS) und in Abbildung 47 
(Zeta-Potential) sind die erhaltenen Daten der unbehandelten bzw. autoklavierten Ben-
zoat-Kulturen der Stämme 1CP, B7g und KT2440 dargestellt. 
Trotz der Berücksichtigung eines Fehlers von bis zu 16 % (s. Kapitel 4.5.1.1) übersteigt 
die Zunahme des Polysaccharidgehaltes beim Stamm 1CP von den unbehandelten (23 %) 
hin zu den autoklavierten Proben (30 %) diese Toleranzgrenze. Die veränderte Zusam-
mensetzung der Zelloberfläche liegt aber dennoch in einem Bereich, der für Rhodococcen 
typisch ist (s. auch Tabelle 15, S. 133). Beim Stamm B7g sind im Rahmen des Fehlers die 
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Abbildung 46: Molekulare Zusammensetzung der Bakterienoberfläche ermittelt aus XPS-Daten 
Anteile der Modellverbindungen Protein, Polysaccharid und Kohlenwasserstoffanaloga auf der Zellober-
fläche unbehandelter bzw. autoklavierter Proben von A) R. opacus 1CP, B) R. erythropolis B7g und C) P. 
putida mt-2 KT2440; C-Quelle: Benzoat 
 
Im Gegensatz dazu sind die Anteile der Modellverbindungen Protein, Polysaccharid bzw. 
Kohlenwasserstoffanaloga beim Gram-negativen Stamm P. putida mt-2 KT2440 voll-
kommen verändert. Sowohl der Protein- als auch der Polysaccharidgehalt sind um gut 
25 % bzw. 15 % abgesunken. Annähernd verdoppelt hat sich entsprechend der Anteil der 
Kohlenwasserstoffanaloga. Die fehlende dicke Schutzschicht aus Peptidoglycan, die die 
Rhodococcen umgibt, macht den Pseudomonas-Stamm empfindlicher für solch starke 
Eingriffe wie das Autoklavieren der Kulturen. Dies hatte sich allein schon beim Vergleich 
der optischen Dichte der noch lebenden bzw. der im Anschluss autoklavierten Bakterien-
suspensionen gezeigt /170/. Während der OD-Wert bei den Rhodococcen nahezu unver-
ändert blieb, sank der Wert bei P. putida stark ab (s. auch Kapitel 4.2). 
Aus den Ergebnissen der Zeta-Potential-Messungen lassen sich hingegen nur vergleichs-
weise geringe Veränderungen durch die Inaktivierung ableiten. Die Oberflächenladungen 
sind im Falle des Stamms B7g leicht gesunken bzw. bei KT2440 leicht angestiegen. Das 
Potential der Suspension des Stamms 1CP verblieb im Fehlerbereich. Insbesondere die 
Reihenfolge der drei Stämme von hohen zu niedrigen Oberflächenladungen als Maß für 
deren Hydrophobizität blieb unverändert. Abgesehen davon konnte auch keine Ver-
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kulturen festgestellt werden. Die grundlegenden elektrostatischen Wechselwirkungen sind 
demnach auch bei den autoklavierten Proben erhalten geblieben. In Anlehnung hieran 
sind auch die kalorimetrischen Untersuchungen zur Wechselwirkung der Tenside mit den 
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4.6 Modifizierung der Zelloberfläche vs. Pseudosolubilisierung 
Grundvoraussetzung für die Verstoffwechslung bestimmter Kohlenstoffquellen durch 
Bakterien ist in erster Linie das prinzipielle Vorhandensein der entsprechenden Enzyme 
und somit der Anlage der erforderlichen Abbauwege. Darüber hinaus spielt auch die 
Möglichkeit zwischen den in wässriger Phase befindlichen Bakterienzellen und einem 
hydrophoben Nährstoff vermitteln zu können eine wesentliche Rolle. Hierfür kommen 
beispielsweise Tenside in Frage. Zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit werden in der Lite-
ratur in diesem Zusammenhang zwei grundlegende Grenzfälle diskutiert: die Pseudo-
solubilisierung des Substrats sowie die Modifizierung der Zelloberfläche der Bakterien. 
Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit lag u. a. darin, eine Aussage bezüglich einer 
möglichen Dominanz einer der oben genannten Modellvorstellungen treffen zu können. 
Wenn es in wässriger Umgebung um die Solubilisierung von hydrophoben Schadstoffen 
mittels Tensiden geht, wird dies häufig mit der Einlagerung des Stoffs in Mizellen, d. h. 
der sogenannten Pseudosolubilisierung, verbunden. Wichtig hierfür sind die Wechsel-
wirkungen zwischen Tensid und Schadstoff, welche anhand der Emulsionsstabilität 
mittels DSC und des Solubilisierungsvermögens mit Hilfe der ITC im Kapitel 4.4 charak-
terisiert wurden. 
Die hergestellten n-Hexadecan-Emulsionen waren allerdings nur für eine gewisse Zeit 
stabil. Die Entmischung setzte unmittelbar nach der Präparation ein, je nach Tensid in 
unterschiedlichem Maße. Dabei wurde beobachtet, dass das synthetische Tensid SDS die 
Emulsionen in Wasser besser stabilisierte als in 0.5fach Phosphatpuffer. Dies konnte 
sowohl durch die Emulsionsgrade aus den DSC-Untersuchungen als auch anhand der 
ermittelten Transferenthalpien aus den ITC-Experimenten gezeigt werden. Das Biotensid 
THL-4 wies generell eine vergleichsweise geringe Emulgierwirkung auf. Dies wurde auf 
die von vornherein schlechte Löslichkeit des Tensids in Wasser zurückgeführt. Dennoch 
wurden mit THL-4 ähnliche Emulsionsgrade in 0.5fach Phosphatpuffer wie mit SDS 
erreicht, wobei allerdings wesentlich geringe Konzentrationen verwendet werden konn-
ten. Mit dem Biotensid Rhamnolipid wurden hingegen höhere Emulsionsgrade für die 
Hexadecan-Emulsionen in 0.5fach Phosphatpuffer erzielt als in Wasser. Auch im Gesamt-
vergleich der untersuchten Emulsionen besaß Rhamnolipid in 0.5fach Phosphatpuffer die 
beste Emulgierwirkung. 
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Aus rein chemisch-physikalischer Sicht ist die Wechselwirkung zwischen den Tensiden 
und Hexadecan demnach nicht zu vernachlässigen. Problematisch ist jedoch die erforder-
liche Ultraschallbehandlung zur Herstellung der Emulsionen. Für Anwendungen außer-
halb des Labors ist dies nicht praktikabel. Das alleinige Schütteln der Proben führte nicht 
zu ausreichend stabilen Emulsionen. Die Bedeutung der Pseudosolubilisierung für den 
mikrobiellen Schadstoffabbau ist daher entsprechend gering. Dies zeigt sich u. a. bei der 
Untersuchung des Einflusses der Tenside auf das Wachstum der Bakterienstämme auf 
Hexadecan. Aufgrund der guten emulgierenden Eigenschaften des Rhamnolipids ist zu 
erwarten, dass die Sequestrierung des Schadstoffs, d. h. die unterbundene bzw. stark 
verlangsamte Freisetzung des in der Mizelle eingeschlossenen Substrats, das Wachstum 
verzögert oder verhindert. Beim Stamm 1CP könnte dies nach Zugabe des Rhamnolipids 
oberhalb der cmc der Fall sein. Das Wachstum des Bakteriums wird vollständig inhibiert. 
Die Zugabe des Biotensids hat beim Stamm B7g jedoch keine solch drastischen 
Auswirkungen auf dessen Wachstum. Da die Sequestrierung bei allen Kultivierungen 
gleich sein sollte, ist dieser Effekt also auszuschließen. Der negative Einfluss des 
Rhamnolipids auf das Wachstum des Stamms 1CP ist demnach auf die toxische Wirkung 
des Tensids auf dieses Bakterium zurückzuführen. 
Bisher konnte gezeigt werden, dass die Pseudosolubilisierung kaum Bedeutung für die 
hier durchgeführten Abbauversuche hat. Demzufolge ist ein entsprechend großer Effekt 
bei der Veränderung der Zelloberfläche der untersuchten Bakterienstämme zu erwar-
ten. Bereits die beachtlichen thermischen Signale bei der Injektion der (Bio-)Tenside in 
aktive Bakterienkulturen verdeutlichen die starken Wechselwirkungen, die zwischen den 
Bakterienzellen und den Tensiden stattfinden. Die mehrstufigen Signale nach der Zugabe 
von Rhamnolipid in die Kulturen zeigen, dass es sich hierbei nicht nur um einfache 
Adsorptionsphänomene handelt. Auch mit Hilfe der XPS konnten erste Hinweise auf 
Veränderungen der Zelloberfläche durch die Zugabe von Rhamnolipid erhalten werden. 
Insbesondere beim Stamm B7g war eine Zunahme des Anteils an Kohlenwasser-
stoffanaloga zu verzeichnen. Die Hydrophobizität des Bakteriums sollte demnach eben-
falls zunehmen und der Kontakt zum hydrophoben Substrat Hexadecan verbessert wer-
den. Dies ist auch anhand der verkürzten lag-Phase während der Wachstumsversuche zu 
sehen. Ähnliche Beobachtungen wurden auch beim Stamm 1CP gemacht. Trotz der kür-
zeren lag-Phase wurde das Wachstum dieses Bakteriums im Weiteren verlangsamt. Hier-
bei spielt wahrscheinlich die bereits erwähnte toxische Wirkung des Rhamnolipids für 
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diesen Stamm eine entscheidende Rolle. Bei P. putida mt-2 konnte mit Hilfe der XPS-
Daten die Ablösung der LPS-Schicht nachgewiesen werden. Diese Strategie zur 
Erhöhung der Hydrophobizität wurde u. a. von Al-Tahhan et al. für einen Pseudomonas 
aeruginosa-Stamm dokumentiert /23/. Der Nachweis der Auswirkung dieser Verän-
derungen auf das Wachstum des Stamms mt-2 war leider nicht möglich. Die kalorime-
trischen Wachstumsversuche mussten mit dem zugehörigen Sicherheitsstamm KT2440 
durchgeführt werden. Dieser war nicht in der Lage Hexadecan als Kohlenstoffquelle zu 
verwerten. Allerdings sprechen die Ergebnisse aus der Diplomarbeit von Garten für einen 
positiven Effekt des Rhamnolipids. In der genannten Arbeit wurde das Wachstum auf 
Hexadecan bei der Verwendung von Rhamnolipid als Co-Substrat belegt /155/. Die 
beobachtete Hydrophobierung durch die Ablösung des LPS und die somit erreichte 
Vermittlung zwischen hydrophobem Nährstoff und Bakterium scheinen für diesen Stamm 
essentiell für die weitere Verstoffwechslung zu sein. 
Die Zugabe des Biotensids THL-4 hat keinen messbaren Einfluss auf die molekulare 
Zusammensetzung der Zelloberfläche der Rhodococcen. Da es sich um das eigene (B7g) 
bzw. ein artverwandtes Tensid (1CP) handelt, gleicht dessen Struktur jener der Bakterien-
zelloberfläche zu sehr. Bei den Wachstumsexperimenten war daher auch nur ein verbes-
serter Kontakt zwischen Hexadecan und Bakterienzellen festzustellen, welcher sich in 
den verkürzten lag-Phasen widerspiegelt. Die Wachstumsgeschwindigkeit bleibt unver-
ändert. Trotzdem sind die beobachteten thermischen Signale bei der Zugabe von THL-4 
zu einer aktiven Bakterienkultur erstaunlich. Diese sind aber auch mit Hilfe der 
Ergebnisse der anderen zur Verfügung stehenden Messmethoden nicht erklärbar. Beim 
Stamm KT2440 hingegen konnte auch bei der Verwendung von THL-4 die Ablösung des 
LPS aus den XPS-Daten abgelesen werden. Die dadurch erzielte Hydrophobierung sollte 
analog den Untersuchungen mit Rhamnolipid sein. 
Im Gegensatz zu den Biotensiden führt die Zugabe des synthetischen Tensids SDS 
bereits bei geringen Konzentrationen zur vollständigen Inhibierung des Wachstums der 
Rhodococcen auf Hexadecan. Vor allem beim Stamm 1CP deutet sich dies schon durch 
den enormen thermischen Effekt bei der Zugabe in die aktive Kultur an. Dies zeigt sich 
aber auch bei der Untersuchung der Wechselwirkung der inaktiven Kulturen mit SDS 
durch den Einfluss der Gegenwart der Bakterienzellen auf die Demizellisierungsreaktion 
des Tensids. Darüber hinaus hat SDS den größten Einfluss auf das Zeta-Potential der 
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untersuchten Bakteriensuspensionen. Obwohl sich bei den XPS-Analysen lediglich eine 
geringfügige Abnahme des Proteingehaltes bei den Rhodococcen andeutet, scheint dies 
dennoch für die permanente Schädigung der Zellen und somit für die Inhibierung des 
Wachstums auszureichen. 
Vergleicht man die ermittelten Veränderungen der molekularen Zusammensetzung der 
Bakterienzelloberfläche (XPS) mit dem gemessenen Einfluss der (Bio-)Tenside auf die 
Oberflächenladung der Bakterienzellen (Zeta-Potential), so spielen insbesondere die 
elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Vermittlung zwischen Bakterium und 
Schadstoff eine große Rolle. Der hydrophobe Charakter, der sich aus dem Anteil der 
Kohlenwasserstoffanaloga ergibt, wird hierbei in den Hintergrund gedrängt. So sind es 
auch elektrostatische Wechselwirkungen, die bei den ITC-Messungen der inaktiven 
Bakterienkulturen den hydrophoben Tensid-Bakterium-Wechselwirkungen durch die 
messbare Abschwächung der Adsorptionswärme entgegenwirken und zur Ausbildung 
eines Plateaus führen. 
Die in der vorliegenden Arbeit zusammengefassten Ergebnisse sprechen deutlich gegen 
einen wesentlichen Einfluss der Pseudosolubilisierung im Rahmen des hier untersuchten 
Systems Bakterium – Tensid – Schadstoff. Die erforderliche Probenpräparation zur Her-
stellung der Emulsionen, die dem Einsatz bei Feldversuchen direkt widerspricht, und die 
vergleichsweise schwache Emulsionswirkung der Tenside belegen dies. Die Veränderung 
der Zelloberfläche konnte hingegen durch: 
 die starke thermische Reaktion als Folge der Tensidzugabe, 
 den Einfluss auf das Zeta-Potential der Bakteriensuspensionen und 
 teilweise durch die veränderte molekulare Zusammensetzung der 
Zelloberfläche anhand der XPS-Daten 
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass je intensiver die beobachteten Wechsel-
wirkungen und je größer die detektierten Veränderungen sind, desto wahrscheinlicher ist 
ein negativer Einfluss auf den nachfolgenden Wachstumsprozess zu erwarten. 
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5 Zusammenfassung 
Im Rahmen biologischer Sanierungsmaßnahmen spielt die Vermittlung bzw. Wechsel-
wirkung zwischen den hydrophoben Schadstoffen und den zumeist hydrophilen Mikro-
organismen im wässrigen Medium eine wichtige Rolle. Dieser Aufgabe können beispiels-
weise Tenside aufgrund ihres amphiphilen Molekülaufbaus nachkommen. Hinsichtlich 
des zunehmenden Umwelt- und Nachhaltigkeitsbewusstseins ist in den vergangenen 
Jahren eine Ablösung der synthetischen durch mikrobiell produzierte Tenside, die soge-
nannten Biotenside, zu beobachten. Der Einfluss der Tenside auf die Erhöhung der Bio-
verfügbarkeit ist im Einzelnen noch nicht geklärt, kann aber grundsätzlich auf zwei 
Grenzfälle zurückgeführt werden. Dies ist zum einen die Pseudosolubilisierung der 
hydrophoben Nährstoffe im Inneren von Mizellen, welche sich oberhalb einer für jedes 
Tensid charakteristischen Konzentration bilden. Die zweite Möglichkeit besteht in der 
Modifizierung der Bakterienzelloberfläche, die häufig mit einer Hydrophobierung dieser 
gleichzusetzen ist. 
In der vorliegenden Arbeit sollte in erster Linie aufgezeigt werden, inwiefern kalorime-
trische Messungen zu neuen Erkenntnissen bei der Untersuchung der Wechselwirkungen 
im System Bakterium – Tensid – Schadstoff führen können. Von Interesse war insbeson-
dere, ob eine der genannten Modellvorstellungen dominiert. Dies sollte wiederum zur 
Optimierung bereits bestehender Verfahren zur In-situ-Bioremediation beitragen. 
Bei der Verwendung von Tensiden stellt die kritische Mizellbildungskonzentration (cmc) 
eine zentrale Kenngröße dar. So ist die Pseudosolubilisierung nur oberhalb der cmc zu be-
obachten, während der Einfluss auf die bakterielle Zelloberfläche bereits unterhalb der 
cmc zum Tragen kommt. Daher standen zu Beginn der Arbeit die Bestimmung der cmc 
und die thermodynamische Charakterisierung der Mizellbildung mittels der Isothermen 
Titrationskalorimetrie (ITC) im Vordergrund. Zur Verifikation der experimentellen Vor-
gehensweise sowie des anschließenden Auswerteregimes wurden die entsprechenden 
Daten für das synthetische, bereits umfassend charakterisierte Tensid SDS bestimmt. Die 
ermittelten Werte für die cmc von SDS in Wasser und die zugehörige Mizellbildungs-
enthalpie ordnen sich hierbei gut in die Literaturdaten ein. Zusätzlich wurde die cmc in 
Phosphatpufferlösung als biologisch relevantes Medium bestimmt. Der Elektrolytzusatz 
setzte erwartungsgemäß die cmc des anionischen Tensids herab. 
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Die Bestimmung der cmc des Rhamnolipids mittels ITC war aufgrund des generell 
geringen cmc-Wertes von Biotensiden leider nicht möglich. Unter den gegebenen Bedin-
gungen lagen die erforderlichen Konzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze des ver-
wendeten Kalorimeters. Die Ergebnisse der ITC-Messungen weisen aber bei der Zugabe 
höherer Konzentrationen des Rhamnolipids in Wasser bzw. 0.5fach Phosphatpuffer einen 
thermischen Effekt in der Größenordnung einer Demizellisierungsreaktion aus. Als 
Ursache wurde eine Umstrukturierung der Mizelle aus Mono- und Dirhamnolipid-
molekülen vermutet. Die cmc-Bestimmung erfolgte schließlich auf Basis konzentrations-
abhängiger Messungen der Oberflächenspannung. 
Die genannten Experimente zeigen bereits die messtechnischen Grenzen bei der kalori-
metrischen Bestimmung der cmc mittels ITC auf. Für das dritte (Bio-)Tensid Trehalose-
tetraester (THL-4), dessen cmc nochmals um etwa eine Größenordnung kleiner als die 
des Rhamnolipids ist, war folglich keine Wärmetönung messbar. Die cmc dieses Tensids 
konnte daher wiederum nur auf der Basis von Oberflächenspannungsmessungen bestimmt 
werden. 
Aus den niedrigen cmc-Werten der Biotenside leitet sich eine thermodynamische Be-
günstigung der Mizellbildung im Vergleich zu SDS ab. Des Weiteren wird aus den Daten 
ersichtlich, dass die Mizellbildung entropiegetrieben abläuft, d. h. in erster Linie vom 
hydrophoben Effekt geprägt wird. 
Die Wechselwirkung inaktiver Bakterienzellen mit den (Bio-)Tensiden zur Charak-
terisierung der Zelloberfläche konnten für SDS und das Rhamnolipid mit der ITC durch-
geführt werden. Hierfür musste zunächst sichergestellt werden, dass der Grundstoffmeta-
bolismus der Bakterien unterbunden wird. Dies wurde durch die Autoklavierung der 
Bakterienkulturen realisiert. 
Für die Wechselwirkungsreaktionen mit SDS konnte bei den Titrationsexperimenten die 
Abhängigkeit der Wärmetönung von der eingesetzten (autoklavierten) Biomasse und vom 
Substrat, auf welchem die Bakterien zuvor kultiviert wurden, nachgewiesen werden. Der 
prinzipielle Verlauf der integrierten Wärmeleistungssignale ähnelt den Wechselwirkungs-
reaktionen von SDS mit Polystyrol-Nanopartikeln, die teilweise mit Acrylsäure funktio-
nalisiert wurden /89/. Zu Beginn ist eine exotherme Reaktion zu beobachten, die auf die 
hydrophobe Wechselwirkung zwischen SDS und den Zelloberflächen zurückzuführen ist. 
Die Adsorption wird durch elektrostatische Kräfte abgeschwächt; es kommt zur Ausbil-
dung eines Plateaus. Nach der Sättigung der Bakterienzellen mit den Tensidmonomeren 
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setzt dann schließlich die Mizellbildung von SDS ein. Diese zwei Teilreaktionen konnten 
auch anhand der Modellierung der experimentellen Daten zur Bestimmung der Gleich-
gewichtskonstanten K
+
, der freien Standardenthalpie ΔG
0
 und der Standardenthalpie ΔH
0
 
aufgetrennt werden. Mit Hilfe eines Modells, welches zwei unabhängige Bindungsstellen 
beinhaltet, konnte eine klare Zuordnung einerseits zur Wechselwirkung zwischen Bakte-
rienzelle und Tensid und andererseits zu den Tensid-Tensid-Wechselwirkungen erfolgen. 
Anhand der thermodynamischen Daten wurde ersichtlich, dass die Wechselwirkung zwi-
schen Tensid und Bakterium gegenüber der Mizellbildung bevorzugt wird. Eine Differen-
zierung zwischen den einzelnen Bakterienstämmen war hinsichtlich der Thermodynamik 
der Wechselwirkung jedoch nicht möglich. 
Um die gemessene Wärmetönung der Wechselwirkungsreaktionen der jeweiligen Bak-
terienstämme vergleichen zu können, war aufgrund der Abhängigkeit von der vorgelegten 
Biomasse der Bezug der gemessenen Wärme auf die Biomasse sinnvoll. Dabei sollte nach 
Hamberger und Landfester die Reaktion vor dem Einsetzen der Mizellbildung umso 
exothermer sein, je hydrophober die Zelloberfläche ist /89/. Die Messergebnisse 
überraschten allerdings durch die stark exotherme Reaktion des Stamms P. putida, der im 
Vergleich zu den verwendeten Rhodococcen wesentlich hydrophiler sein sollte. Eine 
mögliche Erklärung ist in der stärkeren Schädigung der Zellhülle des Gram-negativen 
Bakteriums bei der Autoklavierung zu suchen. Dies war bereits anhand der gemessenen 
OD-Werte zur Bestimmung des Anteils der lysierten Zellen zu erkennen. Die beobachtete 
exotherme Reaktion von P. putida bei niedrigen SDS-Konzentrationen ist somit eher der 
Renaturierung der Proteine zuzuschreiben. Im Gegensatz dazu konnte aber der Zusam-
menhang zwischen Hydrophobizität und der gemessenen Wärmetönung beim Wachstum 
des Stamms 1CP auf unterschiedlichen Substraten bestätigt werden. 
Einen weiteren Hinweis darauf, dass nicht nur eine einfache Adsorption der Tensid-
monomere an der Bakterienzelle stattfindet, ergibt sich aus der Berechnung der „effek-
tiven“ cmc, die in Gegenwart der Bakterien detektiert wurde, bzw. der Differenz zwi-
schen dieser und der ursprünglichen cmc. Die hohe Anzahl der SDS-Moleküle pro Bakte-
rienzelle, die auf diese Weise ermittelt wurde, verdeutlicht die Komplexität der abge-
laufenen Reaktion, die weit über eine simple Monolage hinausgeht. 
Eine Abhängigkeit der Wärmetönung von der eingesetzten Biomasse wurde auch bei der 
Wechselwirkung der inaktiven Bakterienzellen mit dem Biotensid Rhamnolipid ermittelt. 
Die Ausprägung war jedoch wesentlich schwächer und es war lediglich eine einstufige 
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Reaktion zu beobachten. Im Falle des Gram-negativen Stamms mt-2 ist als Ursache der 
exothermen Reaktion die zusätzliche Komplexierung der abgelösten LPS-Schicht zu 
nennen. Im Gegensatz zum SDS ergibt sich aus der thermodynamischen Charakteri-
sierung die Bevorzugung der Rhamnolipid-Rhamnolipid-Wechselwirkung gegenüber der 
Wechselwirkung mit den Bakterienzellen. 
Bei der Untersuchung des direkten Einflusses der (Bio-)Tenside auf das Wachstum der 
Bakterien auf n-Hexadecan konnte messtechnisch die getrennte Zugabe von (Bio-)Tensid 
bzw. Substrat realisiert werden. Durch die Zugabe der (Bio-)Tenside wurde ein stark exo-
thermes Signal hervorgerufen. Dieses ist um Größenordnungen höher als bei der Verwen-
dung der bereits diskutierten inaktiven Bakteriensuspensionen. Entsprechend wurde die 
Aufklärung dieses Effektes im Rahmen der vorliegenden Arbeit angestrebt. Die ver-
gleichsweise schnelle Reaktion erinnert an eine Demizellisierung, diese ist jedoch bei den 
untersuchten Tensiden endotherm und daher auszuschließen. Adsorptionswärmen bzw. 
hydrophobe Wechselwirkungen sind um Größenordnungen kleiner als das detektierte 
Wärmesignal. Die Kurvenform und die kurze Reaktionszeit schließen mikrobielles 
Wachstum aus. Die Abhängigkeit der Wärmetönung von der eingesetzten, aktiven 
Biomasse und vom Wachstumssubstrat der Vorkultur lässt eine Verknüpfung des Effektes 
mit dem aktiven Stoffwechsel und der Permeabilität der Zellmembran zu. Auch der 
Zusammenbruch des Protonengradienten konnte durch den Vergleich unterschiedlicher 
Pufferreaktionen nicht bestätigt werden. 
Die Kenntnisse zu den Wechselwirkungen zwischen den Tensiden und den Bakterien-
zellen aus den kalorimetrischen Messungen dienten als Grundlage für die Untersuch-
ungen zum Einfluss der Tenside auf das bakterielle Wachstum. Bei den entsprechenden 
kalorimetrischen Messungen erwies sich die Verwendung des Sicherheitsstamms P. 
putida mt-2 KT2440 als Problem. Dieser war im Gegensatz zum Wildtyp des Stamms 
auch durch die Zugabe von Rhamnolipid als Co-Substrat nicht in der Lage Hexadecan als 
Nährstoff zu verwerten. 
Das synthetische Tensid SDS inhibierte bereits bei geringen Konzentrationen (< cmc) 
das Wachstum der Rhodococcen vollständig. Der Einsatz des Rhamnolipids führte 
unterhalb der cmc zur Verkürzung der lag-Phase, d. h. der Kontakt zwischen Bakterien-
zellen und Schadstoff wurde befördert. Während höhere Konzentrationen kaum Auswir-
kungen auf das Wachstum des Stamms B7g hatten, war beim Stamm 1CP eine vollstän-
dige Inhibierung zu beobachten. Die toxische Wirkung des Rhamnolipids zeigte sich zu-
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vor schon anhand des stark verbreiterten Wärmeleistungssignals und der geringen maxi-
mal erreichten Wärmeleistung nach der Zugabe von 10 mg l
-1
 Rhamnolipid. 
Eine Verkürzung der lag-Phase ergab sich für die Rhodococcen auch aus der Zugabe des 
eigenen bzw. artverwandten Biotensids THL-4. Zudem ist eine Verjüngung des Wärme-
leistungssignals insbesondere beim Stamm B7g zu beobachten. Abgesehen davon hatte 
der Tensidzusatz auf die Wachstumsgeschwindigkeit bzw. auf die Gesamtdauer sowie auf 
die ermittelte Enthalpie beim Wachstum der Rhodococcus-Stämme auf Hexadecan keinen 
signifikanten Einfluss. Da die Enthalpie Rückschlüsse auf die Synthese von zelleigenen 
Tensiden zulässt, ist folglich trotz der Gegenwart des zugesetzten THL-4s bei beiden 
Bakterienstämmen von einer entsprechenden Produktion auszugehen. 
Aus den bisherigen kalorimetrischen Messungen ist eine starke Wechselwirkung zwi-
schen den Bakterienzellen und den (Bio-)Tensiden abzuleiten. Die Ergebnisse der XPS-
Analysen deuten jedoch auf eine eher unbedeutende Veränderung der molekularen 
Zusammensetzung der Zelloberfläche durch den Zusatz der Tenside hin. Prinzipiell stellt 
die XPS allerdings eine geeignete Methode zur Charakterisierung der Zelloberfläche von 
Bakterien dar. Die untersuchten Bakterienstämme konnten anhand der Daten klar unter-
schieden werden. Ebenso war die Ablösung der LPS-Schicht von P. putida nach Zugabe 
der Biotenside nachvollziehbar. Lediglich die Interpretation des Kohlenwasserstoffanteils 
auf der Zelloberfläche als alleiniges Maß für die Hydrophobizität konnte nicht bestätigt 
werden. 
Großen Anteil am hydrophoben Charakter der Bakterienstämme hat hingegen deren 
Oberflächenladung. Die Bestimmung des Zeta-Potentials zeichnet sich vor allem durch 
die Möglichkeit der Messung unter vollkommen physiologischen Bedingungen aus. Die 
Ergebnisse der durchgeführten Experimente geben die erwartete Reihenfolge hinsichtlich 
der Hydrophobizität der untersuchten Kulturen wieder. Ebenso waren der große Einfluss 
des SDS auf die Bakterienzellen und die starke Wechselwirkung zwischen SDS bzw. 
Rhamnolipid und dem Gram-negativen Stamm mt-2 wiederzufinden. Bemerkenswert ist 
außerdem, dass das Profil der Reaktion der Bakterien mit SDS auch nach der Auto-
klavierung der Kulturen im Grunde unverändert blieb. Dieses Ergebnis rechtfertigt die 
Autoklavierung der Bakterienkulturen in Vorbereitung der ITC-Experimente sowie die 
Interpretation der zugehörigen Daten. 
Die Charakterisierung der Pseudosolubilisierung, d. h. die Wechselwirkung zwischen 
Tensid und Schadstoff, erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit anhand von Unter-
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suchungen zur Emulsionsstabilität mittels DSC-Experimenten und durch die Bestimmung 
des Solubilisierungsvermögens mit Hilfe der ITC. Zur Quantifizierung wurden hierfür der 
Emulsionsgrad bzw. die Transferenthalpie berechnet. Auf den ermittelten Emulsionsgrad 
hat vor allem die Mizellform (Kugel bzw. Stäbchen) und die eingesetzte Tensidkonzen-
tration Einfluss. Die Verwendung von 0.5fach Phosphatpuffer förderte bei SDS und THL-
4 erwartungsgemäß das Brechen der Emulsion. Die Emulsionen, die durch Rhamnolipid 
in diesem Medium stabilisiert wurden, wiesen hingegen einen höheren Emulsionsgrad auf 
als beim Einsatz von destilliertem Wasser. Sowohl die DSC- als auch die ITC-Messungen 
ergaben im Falle des SDS eine bessere Stabilisierung der Emulsion in Wasser. Die zur 
Probenpräparation erforderliche Ultraschallbehandlung ist allerdings als Ausschluss-
kriterium für die Anwendung bei In-situ-Verfahren anzusehen. Die Bedeutung der Pseu-
dosolubilisierung für die Erhöhung der Bioverfügbarkeit von hydrophoben Schadstoffen 
ist entsprechend gering. 
Für den Einsatz von (Bio-)Tensiden bei der Bioremediation ist auf Grundlage der erhal-
tenen Ergebnisse festzuhalten, dass vor der Zugabe eines bestimmten Tensids zunächst 
die Ermittlung der Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft sinnvoll ist. Handelt 
es sich hierbei z. B. hauptsächlich um Rhodococcen, so sollte möglichst ein von dieser 
oder einer verwandten Gattung produziertes Biotensid eingesetzt werden. Auf diese 
Weise wird die Inhibierung durch artfremde Biotenside weitestgehend vermieden. Soll 
dennoch Rhamnolipid, beispielsweise bei Populationen mit hoher Diversität verwendet 
werden, sind geringe Konzentrationen zu bevorzugen. Diese sind ausreichend, um u. a. 
eine Hydrophobierung Gram-negativer Bakterien durch die Ablösung der LPS-Schicht zu 
erzielen, und führen andererseits bei sensitiven Stämmen nicht zwingend zur vollstän-
digen Inhibierung. Aufgrund der geringeren Toxizität und der vergleichsweise niedrigen 
cmc-Werte, die den Einsatz wesentlich kleinerer Konzentrationen ermöglichen, sind die 
Biotenside THL-4 und Rhamnolipid dem synthetischen Tensid SDS vorzuziehen. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten kalorimetrischen Methoden in 
Kombination mit oberflächensensitiven Analyseverfahren wie XPS und Messung des 
Zeta-Potentials eröffnen hinsichtlich der Wechselwirkungsuntersuchungen im System 
Bakterium – Tensid – Schadstoff neue Möglichkeiten. Diese können in Ergänzung der 
etablierten mikrobiologischen Ansätze einen wesentlichen Beitrag zur weiteren Auf-
klärung der Wirkung von Tensiden beim mikrobiellen Schadstoffabbau erbringen.  
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Symbol- und Abkürzungsverzeichnis 
Aemul Anteil (Fläche) des emulgierten Stoffs 
Ages Gesamtfläche 
Asurf Platzbedarf eines SDS-Moleküls bei der Adsorption auf Oberflächen 
BS Bakteriensuspension 
Bzt, Benzoat Natriumbenzoat 
CFU Lebendkeimzahl 
(engl. Colony Forming Units) 
CKW / C Kohlenstoffanteil Kohlenwasserstoffanaloga 
cmc kritische Mizellbildungskonzentration 
(engl. critical micelle concentration) 
cmc(BS) „effektive“ cmc in Gegenwart von Bakterienzellen (inaktiv) 
CPr / C Kohlenstoffanteil Proteine 
CPS / C Kohlenstoffanteil Polysaccharide 
CPS engl. Counts Per Second 
DSC Dynamische Differenzkalorimetrie 
(engl. Differential Scanning Calorimetry) 
     
  freie Standardenthalpie der Mizellbildung in kJ mol
-1
 
       
 
 freie (Standard-)Transferenthalpie in kJ mol
-1 
ΔH (molare) Enthalpie des bakteriellen Wachstums bezogen auf die 
eingesetzten Mole Substrat 
     
 ,       (Standard-)Mizellbildungsenthalpie in kJ mol
-1
 
       
 
 (Standard-)Transferenthalpie in kJ mol
-1 
ΔHWW Wechselwirkungsenthalpie 
bezogen auf die zugegebenen Mole Tensid (ΔHWWBT) bzw.  
bezogen auf die vorlegte Biomasse (ΔHWWBio) 
     





       
 




EG Emulsiongrad in % 
ESA Elektroakustische Schallamplitude 
(engl. Electroacoustic Sonic Amplitude) 
γ Grenzflächenspannung in mN m
-1 
ITC Isotherme Titrationskalorimetrie 
(engl. Isothermal Titration Calorimetry) 
K
+
 / Kc Gleichgewichtskonstante 
LPS Lipopolysaccharid 
m Aggregationszahl (von Mizellen) 
MATH engl. Microbial Adhesion to Hydrocarbons 
MDSC engl. Micro Difference Scanning Calorimeter 
MEOR mikrobiell unterstützte Erdölförderung 
 engl. Microbial Enhanced Oil Recovery 
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 , µmic chemisches (Standard-)Potential der Tensidmoleküle in den Mizellen 
  
 ,    chemisches (Standard-)Potential der Tensidmonomere in wässriger Phase 
nTensid, nTensid, eff (effektive) Stoffmenge Tensid in 1 l Probe 
OD Optische Dichte 
POPC engl. Palmitoyl oleoyl phosphatidyl choline 
PP Phosphatpuffer 
P. putida, Pseudomonas putida mt-2 (Sicherheitsstamm KT2440) 
mt-2, KT2440 
Pth Wärmeleistung 
R. erythropolis, Rhodococcus erythropolis B7g 
B7g 
RL Rhamnolipid 
R. opacus, Rhodococcus opacus 1CP 
1CP 
SDS Natriumdodecylsulfat 
(engl. Sodium Dodecyl Sulfate) 
σ Oberflächenspannung in mN m
-1 
TAM engl. Thermal Activity Monitor 
 
 
 Tensidmoleküle pro Bakterienzelle 
THL-2 Trehalosedicorynomycolat 
THL-4 Trehalosetetraeseter 
Tc Kristallisationstemperatur in °C 
Tm Schmelztemperatur in °C 
UHV Ultrahochvakuum 
WT Wildtyp (eines Bakterienstamms) 
ω theoretisches Solubilisierungsvermögen, Hexadecan-Moleküle pro 
Tensidmolekül 
ώ Stoffmenge Hexadecan (exp.) bezogen auf effektive Stoffmenge Tensid 
Xcmc Molenbruch der kritischen Mizellbildungskonzentration bezogen auf 
einen Wasserkonzentration von 55.5 mol l
-1 
Xm Molenbruch der Tensidmonomere in den Mizellen 
XT Molenbruch der Tensidmonomere in Wasser 
XPS Röntgenphotoelektronenspektroskopie 
(engl. X-ray Photoelectron Spectroscopy) 
ZKBS Zentrale Kommission für die Biologische Sicherheit 
  Zeta-Potential in mV 
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Anhang 
A1: Bestimmung der cmc von Rhamnolipid durch Messung der Oberflächenspan-
nung (Blasendruckmethode) 
In Vorbereitung der kalorimetrischen Bestimmung der cmc mittels ITC wurde zur 
Größeneinordnung zunächst die cmc über die Bestimmung der Oberflächenspannung 
unter Anwendung der Blasendruckmethode abgeschätzt. In Abbildung 48 ist erkennbar, 
dass die cmc des Rhamnolipids in Wasser bei etwa 300 mg l
-1
 und in 0.5fach Phosphat-
puffer bei ca. 200 mg l
-1
 lag. Diese Größen dienten zur Orientierung für die nachfol-
genden kalorimetrischen Messungen. 
 
 
A2: Angabe der verwendeten Zellzahlen für die ITC (Kapitel 4.2) 
Die Abschätzung der Bakterienzellzahlen beruhte auf der unabhängigen Bestimmung der 
CFU für die untersuchten Bakterienstämme R. erythropolis B7g, R. opacus 1CP und 
Pseudomonas putida mt-2. Bei einer optischen Dichte von 1.0 (λ = 546 nm, Substrat: 
Benzoat) wurden für die Rhodococcen Zellzahlen von 5      Zellen ml-1 und für P. 
putida 5     Zellen ml-1 erhalten. In Vorbereitung der kalorimetrischen Messungen wur-
den standardmäßig 40 ml dieser Bakterienkulturen aufgearbeitet. Für die ersten Unter-


















RL in dest. H2O
RL in 0.5fach PP
  cmc
Abbildung 48: 
Bestimmung der cmc von Rhamno-
lipid in dest. H2O bzw. 0.5fach PP, 
Ermittlung der Oberflächenspannung 
mittels Blasendruckmethode, 
abgeschätzte cmc-Werte sind mit Pfei-
len gekennzeichnet 
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tration der Bakteriensuspension BS-3. Für die konzentrationsabhängigen Messungen wur-
den diese nochmals 1:2 bzw. 1:15 mit 0.5fach PP verdünnt. Es ergaben sich die Suspen-
sionen mit den Konzentrationen BS-2 bzw. BS-1. Um noch höhere Bakterienzelldichten 
zu erhalten, wurden weitere Experimente durchgeführt, bei denen eine Aufkonzentrierung 
um den Faktor 12.5 erfolgte, im Kapitel 4.2.1.4 als BS-4 bezeichnet. Generell wurden für 
die ITC-Messungen jeweils 1.5 ml der Suspensionen verwendet. Die im Einzelnen enthal-
tenen Zellzahlen sind in Tabelle 17 zusammengestellt. 
Tabelle 17:  Verwendete Zellzahlen und Zuordnung zu den relevanten Abbildungen und Tabellen 




























































































































168 Anhang  
A3: Berechnung der molaren Biomassekonzentration 
Für die Berechnung der molaren Biomassekonzentration auf Basis der gemessenen OD-
Werte wurde zunächst ein Zusammenhang zwischen der optischen Dichte der Bakterien-
suspension und der Trockenmasse der Bakterien erstellt (s. Abbildung 49). Aus der line-
aren Regression ergibt sich, dass bei einer optischen Dichte von 1 in 40 ml einer auf-Ben-
zoat-gewachsenen Kultur ca. 10 mg Biomasse (Trockenmasse) enthalten ist. Dieser 
Zusammenhang gilt unabhängig vom hier untersuchten Bakterienstamm und konnte auch 
für zuvor autoklavierte Bakterienkulturen nachgewiesen werden. Mit Hilfe der aus der 
Literatur bekannten Zusammensetzung für ein C-Mol Biomasse und der zugehörigen 
Molmasse (s. Tabelle 18) konnte anschließend die molare Biomassekonzentration berech-
net werden. 
 
Tabelle 18: Biomassezusammensetzung der verwendeten Bakterienstämme, angegeben in C-Mol 
Stamm Formel (als C-Mol) Molmasse in g mol
-1 
Referenz 
R. opacus 1CP CH1.85O0.45N0.11 21.31 /12/ 
R. erythropolis B7g CH1.66O0.41N0.21 23.16 /183/ 
P. putida mt-2 CH2O0.53N0.23 25.54 /184/ 
OD
546nm






























linearer Zusammenhang zwischen 
OD und Biomasse (Trockenmasse), 
Stämme R. opacus 1CP, R. erythropo-
lis B7g und P. putida mt-2 (aktive und 
autoklavierte Kulturen) 
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